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1. Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
 
ADP   Adenosindiphosphat 
AK   Antikörper 
ATP   Adenosintriphosphat 
Blotto   Bovine Lactate Transfer Optimizer 
BSA   Bovine serum albumin 
CD   Cluster of Differentiation 
CP   Cuprophan 
DAB   3,3‘ Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
GP   Glykoprotein 
HEMA  2-Hydroxyethylmethacrylat 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonsäure 
Ig   Immunglobulin 
PAF   Platelet Activating Factor 
PAGE   Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 
PBS   Phosphate buffered saline 
PDGF   Platelet derived growth factor 
PDL   Poly-D-Lysin 
PDLLA  Poly-(D,L-lactid) 
PDLLA/HEMA PDLLA nach Pfropfcopolymerisation mit HEMA 
PECAM-1  platelet endothelial cell adhesion molecule-1 
PEG   Polyethylenglykol 
PF 3   Platelet Factor 3 
PF 4   Platelet Factor 4 
PHEMA  Poly-(2-hydroxyethylmethacrylat) 
POD   Peroxidase 
PP   Polypropylen 
PPP   Platelet Poor Plasma (thrombozytenarmes Plasma) 
PRP   Platelet Rich Plasma (thrombozytenreiches Plasma) 
RT   Raumtemperatur 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
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TEMED  Tetramethylethylendiamin 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
vWF   von Willebrand Faktor 
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2. Einleitung 
 
2.1. Biomaterialien: 
 
Erste Versuche, zerstörte oder funktionslose Körperteile durch künstliches Material 
zu ersetzen, wurden bereits in der Antike durchgeführt (71). Die versuchten 
Implantationen scheiterten damals wie auch bis in die Neuzeit an Infektionen sowie 
an Fremdkörper- und Abstoßungsreaktionen, die auch heute noch als „der größte 
Feind aller Implantationen“ angesehen werden können (107) (112). Fraenkel 
berichtet bereits 1894 über heftige Abwehrreaktionen beim Einsatz von Zellulid zur 
Deckung knöcherner Schädelverletzungen (71). In den 30er Jahren dieses 
Jahrhunderts schließlich wurde mit der großindustriellen Fertigung von Kunststoffen 
begonnen. Die Anwendung von künstlichen Biomaterialien in der Medizin begann in 
den frühen 50er Jahren zunächst mit Einmalartikeln wie z.B. Spritzen und Kathetern 
(96). In dieser frühen Phase der Biomaterialentwicklung standen vor allem 
mechanische Eigenschaften der verwendeten Werkstoffe im Vordergrund. Die ersten 
Schritte der Biomaterialwissenschaft auf dem Gebiet der Polymere wurden daher mit 
Implantaten aus technischen Kunststoffen unternommen (61, 62). Der 
fortschreitende Einsatz von Biomaterialien machte jedoch deutlich, daß spezielle 
Anforderungen an das implantierte Biomaterial gestellt werden müssen, vor allem in 
Abhängigkeit vom Implantationsort (67). So wurden zunehmend Polymere 
ausschließlich für spezifische Implantationen entwickelt (96). Die ebenfalls 
zunehmende Einsicht in die Bedeutung der Grenzfläche Biomaterial/Gewebe bzw. 
Biomaterial/Blut für das klinische Ergebnis resultierte in der Entwicklung und 
Anwendung verschiedener Methoden der Oberflächenmodifizierung (61, 62). Heute 
finden Anwendungen wie die künstliche Arterie aus Dacron (136, 137) oder 
Intraokularlinsen aus Silikon (89) jährlich tausendfachen, routinemäßigen Einsatz. 
Bei den heutigen in der Medizin eingesetzten Biomaterialien handelt es sich 
überwiegend um hochpolymere Stoffe, die aus Makromolekülen zusammengesetzt 
sind. Sie entstehen durch Abwandlung hochpolymerer Naturstoffe wie z.B. 
Kautschuk oder Latex oder aus der Aneinanderreihung von Monomeren. Bei den 
Syntheseverfahren, die zu Makromolekülen führen, unterscheidet man 
Polymerisation, Polyaddition sowie Polykondensation (24) (84). 
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Die heute verwendeten Kunststoffe können wie folgt eingeteilt werden: 
 
1. abgewandelte Naturstoffe 
2. synthetische Kunststoffe (Polymerisate, Polyaddukte oder Polykondensate) 
 
2.2. Vorstellung einiger Biopolymere: 
 
2.2.1. Cuprophan (CP) 
 
Cuprophan ist die Bezeichnung für ein aus Zellulosefasern hergestelltes Polymer. Als 
Zellulose bezeichnet man ein natürliches, enzymatisch gebildetes semikristallines 
Polymer, welches sich vor allem als Gerüstbaustein bei Pflanzen findet. Es entsteht 
aus einer Sequenz β-1,4-glykosidisch verknüpfter D-Glucose (118). Auch heute noch 
gehört Cuprophan zu den am häufigsten verwendeten Materialien bei der Herstellung 
von Dialysemembranen (45, 46) (111) (80). Im Rahmen einer speziellen 
Aufarbeitung, des sogenannten Cuprammoniumprozesses, entsteht aus dem 
wasserunlöslichen Polymer schließlich eine semipermeable Dialysemembran mit 
einem Porendurchmesser von ca. 1,72nm (69). Die Struktur dieser 
Cellulosemembran besteht anschließend aus sich wiederholenden 
Polysaccharideinheiten, die auf ihrer Oberfläche an die Lipopolysaccharide von 
Bakterien und Hefezellwänden erinnern (18) (45, 46). 
 
2.2.2. Polypropylen (PP) 
 
PP zählt zur Gruppe der Standardkunststoffe. Ausgangsprodukt bei der Herstellung 
ist das aus Chemiebenzin synthetisierte Propylen. PP findet vielfältigen Einsatz, vor 
allem in Industrie und Haushalt (Folien, Verpackungen, Flaschen, Gehäuse, 
Armaturen, Faserstoff für Textilien u.s.w.). Entsprechend seinen Eigenschaften sind 
die Einsatzgebiete von PP in der Medizin ähnlich vielfältig, v. a. als Kathetersystem, 
im Rahmen plastischer Hernienrekonstruktionnen, als Nahtmaterial u.s.w.. Aufgrund 
der bekannten Eigenschaft eine starke Thrombozytenadhäsion bei direktem Kontakt 
auszulösen, soll PP im Rahmen dieser Arbeit als Referenzmaterial für hohe 
Thrombozytenadhäsion angesehen werden (75). 
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2.2.3. PDLLA 
 
Poly(D,L-lactid) bezeichnet eine equimolare Mischung der beiden Enantiomeren D-
Lactid und L-Lactid. Es handelt sich um ein hochmolekulares Polylactid, welches 
durch eine ringöffnende Polymerisation der cyclischen Dimere der Milchsäure 
entsteht (90). Dieses resorbierbare Polymer wird unter physiologischen Bedingungen 
durch enzymatischen oder hydrolytischen Abbau zu nichttoxischen Metaboliten 
verstoffwechselt und schließlich überwiegend renal wieder ausgeschieden (52). 
Durch Modifikationen vor allem in Form von Plasmabehandlung und 
plasmainduzierter Pfropfcopolymerisation können Abbaueigenschaften wie z. B. 
Resorptionsverhalten und Halbwertszeit variiert werden und verschaffen so dem 
PDLLA und seinen verwandten Polymeren ausgesprochen vielfältige 
Einsatzmöglichkeiten im medizinischen Alltag (139) (61). Klinische Einsatzgebiete 
sind der Wundverschluß, die Osteosynthese, die Funktion als Membran, Netz, Band, 
Anastomosenschiene (54) oder auch als Wirkstoffträger (55) (85) und in jüngerer Zeit 
vor allem auch als Material zur Herstellung von Stents für die ableitenden Harnwege 
(66) oder auch als Intrakoronarstent (122). Vor allem im Hinblick auf den Einsatz als 
Intrakoronarstent und dem damit verbundenen intensiven Blutkontakt ist jedoch eine 
deutliche Verringerung der Thrombogenität von PDLLA wünschenswert. 
 
2.2.4. PDLLA/HEMA 
 
PDLLA/HEMA stellt eine zur Verringerung der Thrombogenität hergestellte 
Modifikation des PDLLA dar. In einem ersten Schritt wird dazu das PDLLA einer 
Argon-Plasma Behandlung ausgesetzt. Ein Plasma bezeichnet ein teilweise 
ionisiertes, komplex zusammengesetztes Gas, welches durch Anreicherung mit 
Elektronen, Ionen, freien Radikalen und Photonen unterschiedlicher Energien in 
seinen Grundeigenschaften deutlich vom Ursprungselement abweicht (9). Es ist so in 
der Lage, die Oberlächenstruktur des PDLLA zu verändern, ohne dabei die 
Polymerstruktur des Materials zu zerstören (139). Im Folgenden kann so im Rahmen 
einer anschließenden Pfropfcopolymerisation HEMA auf der Polymeroberfläche 
radikalisch gebunden werden. Durch den Einsatz von HEMA kann so in Verbindung 
mit PDLLA eine Hydrophilierung der Polymeroberfläche erreicht werden (28). Durch 
die so aufgebrachten funktionellen Gruppen auf der Polymeroberfläche ist es 
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anschließend in einem weiteren Schritt möglich, Heparin auf der Polymeroberfläche 
zu immobilisieren (60). 
 
2.3. Biokompatibilität und Hämokompatibilität: 
 
Die klinische Definition des Begriffs „Biokompatibilität„ beschreibt diese als die 
„Fähigkeit eines Materials oder medizinischen Hilfsmittels, seine Funktion ohne eine 
klinisch bedeutsame Reaktion beim Patienten zu erfüllen„ (101) (132). 
Die Forderung nach entsprechend guter Bioverträglichkeit besteht für alle 
„biokompatiblen„ Materialien, die in direktem Kontakt mit Körperzellen stehen. Die 
gegenwärtigen Ansätze zur Erreichung einer besseren Biokompatibilität können 
einem Konzept zugeordnet werden, das als „Minimierungskonzept„ bezeichnet 
werden kann (70). Es beruht auf der Grundvorstellung, die chemischen und 
physikalischen Wechselwirkungskräfte zwischen Biomaterial und Körperzellen 
möglichst weit herabzusetzen, um somit Reaktionen des biologischen Systems mit 
dem Biomaterial weitgehend auszuschließen. Als Definition wird die sogenannte 
„Null-Definition„ akzeptiert. Diese Definition stellt folgende Anforderungen an das 
Material: 
 
Es verursacht keine 
• thrombogenen, toxischen, allergischen oder entzündlichen Reaktionen 
• Veränderungen des umliegenden Gewebes 
• Veränderungen bei Plasmaproteinen und Enzymen 
• Zerstörung von biologischen Zellen 
 
Solche Wechselwirkungen zeigen sich zuerst an der Grenzfläche zwischen dem 
körperfremden Material und dem biologischen System. Bis heute existiert jedoch kein 
Material und kein System, das diese Forderungen erfüllt. Vor allem im Hinblick auf 
Studien zur Verbesserung der Hämokompatibilität von Implantaten sind in den 
letzten Jahren zunehmend resorbierbare (79) (59) (10) (23) und nichtresorbierbare 
(62) Polymere in den Vordergrund getreten. Sie können durch 
Oberflächenmodifizierungen wie z. B. das Einführen von funktionellen Gruppen in die 
Polymerkette weiter verändert werden und hierdurch unter anderem bei Bedarf durch 
aktive Provokation des Körpers eine gewünschte Reaktion innerhalb des 
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biologischen Systems auslösen. (138) (22). Der rasch expandierende Einsatz von 
polymeren Biomaterialien in den verschiedenen Bereichen der Medizin erfordert 
jedoch dringend genauere Kenntnisse der Wechselwirkungen, die zwischen 
Implantatoberfläche und dem biologischen System auftreten. 
 
2.4. Bedeutung der Thrombozyten im Rahmen von 
Hämokompatibilitätsuntersuchungen von Biomaterialien: 
 
2.4.1. Thrombozyten 
 
Das Blut des gesunden Erwachsenen enthält etwa 150.000 bis 350.000 
Thrombozyten/µl. Die flachen, unregelmäßig runden und kernlosen Thrombozyten 
werden im Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet. Sie haben 
Längsdurchmesser von 1-4 µm, eine Dicke von 0,5-0,75 µm und zirkulieren im Blut 
(108). Die wesentliche Funktion der Thrombozyten besteht in ihrer Bedeutung für die 
primäre Blutstillung und Blutgerinnung. Ihre Membranbestandteile und Inhaltsstoffe 
tragen wesentlich zur Einleitung der primären Blutstillung und zur Blutgerinnung bei. 
Dabei befinden sich Thrombozyten zunächst in einem „Ruhezustand„ und werden 
durch Kontakt mit exponierten subendothelialen Schichten und durch bestimmte 
Blutgerinnungsfaktoren aktiviert. Aktivierte Thrombozyten ihrerseits setzen 
Inhaltsstoffe frei, die für Blutstillung und –gerinnung notwendig sind (108). Bei der 
Erfüllung Ihrer Aufgaben spielt die Thrombozytenmorphologie eine besondere Rolle. 
Thrombozyten sind durchzogen von einem netzförmigen Maschenwerk aus Aktin-
Filamenten und ringförmig angeordneten Mikrotuboli-Bündeln. Diese beiden 
Cytoskelettfilamente sind maßgeblich für die diskoide Form der Thrombozyten sowie 
deren Veränderung im aktivierten Zustand verantwortlich (49). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
13 
2.4.2. Struktureller Aufbau der Thrombozyten 
 
Die Ultrastruktur der Thrombozyten kann funktionell in vier Zonen eingeteilt werden. 
 
1. Zone der Organellen: 
 dichte Granula, α-Granula, Lysosomen, Glykogenspeicher und Mitochondrien 
2. Strukturelle Zone: 
 Mikrotubuli, Aktin und Myosin 
3. Membransysteme: 
 offenes kanalikuläres System und dichtes tubuläres System 
4. Periphere Zone: 
 Plasmamembran und Glykokalix 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Ultrastruktur ruhender 
Blutplättchen 
  (aus: Gawaz, M.: Das Blutplättchen, Georg-Thieme-Verlag, 1999) 
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Die Zone der Organellen befindet sich im Zytoplasma. Sie besteht aus den für 
Thrombozyten typischen Speichergranula (dichte Granula, α-Granula und 
Lysosomen), sowie den Glykogenspeichern und den Mitochondrien. Die Granula 
enthalten neben ADP, ATP, Ca2+ und Serotonin zusätzlich Enzyme, adhäsive 
Proteine, Wachstumsfaktoren, zytokinähnliche Proteine und Koagulationsfaktoren. 
Strukturproteine, wie die submembranös gelegenen Mikrotubuli, Aktin und Myosin 
stellen die strukturelle Zone dar. Sie sind für die Form der Thrombozyten 
verantwortlich. Die Membransysteme umfassen das offene kanalikuläre System und 
das dichte tubuläre System. Wie schon im Namen angedeutet, steht das offene 
kanalikuläre System über Porenöffnungen zum Stoffaustausch mit dem 
Extrazellulärraum in Verbindung. Das dichte tubuläre System hat sich aus dem 
rauhen endoplasmatischen Retikulum der Megakaryozyten entwickelt und ist einer 
der Hauptspeicherorte für freie Kalziumionen (Ca2+). Die periphere Zone besteht aus 
der Zytoplasmamembran, einer Phospholipid-Doppelschicht, die extrazellulär von 
einer Glykokalix bedeckt ist (40). Diese Glykokalix, die weder Erythro- noch 
Leukozyten besitzen, besteht aus in die Plasmamembran eingebetteten Glykolipiden, 
Glykoproteinen und integralen Proteoglykanen, deren Zuckeranteil in den 
Extrazellulärraum reicht. Zusätzlich sind weitere Glykoproteine und Proteoglykane, 
die z.T. Bestandteil der Extrazellulärmatrix sind, von außen angelagert (3). Viele der 
thrombozytären Membranglykoproteine besitzen die Funktion von Rezeptoren. Sie 
werden in vier Gruppen eingeteilt: Integrine, leuzinreiche Glykoproteine, Selektine 
und immunglobulinähnliche Adhäsionsrezeptoren. 
Diese Oberflächenantigene spielen eine bedeutende Rolle im Rahmen von 
Thrombozytenaktivierung und deren Interaktion mit Oberflächenstrukturen wie dem 
Subendothel oder Biomaterial. Neben dem thrombozytenspezifischen Glykoprotein-
1b (GP-1b) finden sich Glykoproteine, die als spezifische Rezeptoren unter anderem 
für Thrombin, Fibrinogen, vWF oder Bindungsstellen für Gerinnungsfaktoren und 
ADP dienen. Insgesamt weisen die zahlreichen Speichergranula, Mitochondrien und 
Enzymsysteme auf einen lebhaften Zellstoffwechsel hin (108). 
 
Die Reaktion von Blut in Kontakt mit körperfremden Materialien stellt eine komplexe 
Reaktion dar, die bislang nicht vollständig verstanden ist. Die Ursache liegt in der 
großen Anzahl der Parameter, die die Proteinadsorption, die 
Thrombozytenaggregation, die Blutgerinnung und die Immunsystemaktivierung 
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auslösen (61). Vor allem sind dies die physikochemischen Oberflächeneigenschaften 
der polymeren Biomaterialien, wie z.B. Oberflächentextur und –morphologie, 
Benetzbarkeit, dispersive und polare Anteile der freien Oberflächenenergie, 
chemische Zusammensetzung und elektrische Eigenschaften die von 
herausragender Bedeutung für die Hämokompatibilität von körperfremden 
Materialien sind (24) (31) (42). 
Hinsichtlich der unerwünschten hämodynamischen Reaktionen bei der Nutzung von 
künstlichen Implantaten in der Transplantationsmedizin spielen also vor allem die 
Empfängerthrombozyten eine bedeutende Rolle. Sie sind einer der wesentlichen 
Faktoren bei der Auslösung der gefürchteten Akut- und Langzeitkomplikationen in 
Form von thrombotischen Gefäßverschlüssen, arteriosklerotischen 
Gefäßveränderungen oder thrombembolischen Komplikationen (43). Um diese 
Risiken möglichst gering zu halten müssen entsprechend hohe Anforderungen an die 
Bioverträglichkeit von künstlichen Implantationsmaterialien gestellt werden. 
Besonders wenn diese als direkte Gefäßprothesen Anwendung finden sollen. 
Das physiologische Wechselspiel von Thrombozyten und intaktem Gefäßendothel 
gewährleistet eine funktionierende Durchblutung bis in die kleinsten Kapillare hinein. 
Nach einer Verletzung des gesunden Endothels und damit verbundener Freilegung 
von subendothelialen Strukturen kommt es zu einer Aktivierung von Thrombozyten 
mit dem Ziel über Blutstillung und –gerinnung den entstandenen Schaden wieder zu 
beheben (34). Eine vergleichbare Reaktion kann auch infolge von Blutkontakt mit 
körperfremden Biomaterialien angenomen werden. Somit sind physiologische 
Vorgänge wie Thrombozytenadhäsion und –aggregation bedeutende, aber auch 
unerwünschte Ereignisse beim Blutkontakt mit einem Biomaterial. Die Bestimmung 
der Thrombozytenadhäsion ist daher ein Grundbestandteil der in vitro-Tests der 
Hämokompatibilität (26) (106) (12). In vielen Fällen, in denen Blut in Kontakt mit 
Fremdoberflächen kommt, z.B. bei Biomaterialapplikationen wie Kathetern, 
künstlichen Herzklappen und Gefäßprothesen, werden Thrombozyten aktiviert und 
adhärieren an den Oberflächen. Die Adhäsion an Materialoberflächen kann zur 
Thrombusbildung führen (116) (135). Die Thrombozytenadhäsion wird durch Art und 
Ausmaß der kompetitiven Proteinadsorption an der Fremdoberfläche bestimmt (3). 
Dabei begünstigen einige Plasmaproteine die Thrombusbildung, andere hingegen 
wirken eher antithrombogen (4). Untersuchungen der Thrombozytenadhäsion auf 
Materialien, die mit Albumin beschichtet wurden, zeigen deutlich verbesserte 
  
 
16 
Antithrombogenität gegenüber den mit Fibrinogen und γ-Globulin beschichteten 
Materialien (4). Fibrinogen wird an thrombogenen Oberflächen bevorzugt adsorbiert 
(53). Thrombozyten binden über den Fibrinogenrezeptor GPΙΙb-ΙΙΙa an diese 
fibrinogenbeschichtete Oberfläche und werden somit aktiviert. Die 
Aktivierungskaskade führt zur Freisetzung von chemoaktiven Stoffen (z.B. 
Thromboxan), die zur verstärkten Adhäsion und Aggregatbildung der Thrombozyten 
führen (Thrombozytenaktivierung). 
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Der Prozeß der Thrombusbildung erfolgt in drei Schritten (7): 
 
1. Initiale Thrombozytenaktivierung und –adhäsion an den Oberflächen. 
2. Ausbreitung und Aktivierung der Thrombozyten mit Freisetzung von 
Chemoattraktoren wie z.B. PF3, PF4, ADP, Serotonin, PAF, Katecholamine 
und β-Thromboglobulin. 
3. Adhäsion anderer Zellen, was ebenfalls zur Thrombusbildung führen kann. 
 
 
 
Abb. 2: Entwicklung eines Thrombozytenpfropfes an einer verletzten 
Gefäßwand. Aktivierte Thrombozyten verformen sich, bilden 
Glykoproteinrezeptoren (GP) und entleeren ihre Granula. Der an 
subendotheliale Strukturen bindende von-Willebrand-Faktor (vWF) 
heftet die Plättchen (über Rezeptor GPIb) an die Gefäßwand 
(Thrombozytenadhäsion). An andere Rezeptoren (hier GPIIb und 
GPIIIa für Fibrinogen) binden bestimmte Proteine, die die 
Thrombozyten untereinander verknüpfen (irreversible 
Thrombozytenaggregation). 
(aus: Schmidt/Thews, Physiologie des Menschen 26.Auflage, Springer-
Verlag, 1995) 
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2.4.3. Biochemische, strukturelle und morphologische Veränderungen von 
aktivierten Thrombozyten 
 
Durch eine Läsion des antithrombotisch wirkenden Endothelzell-Monolayers im 
Rahmen der Arteriosklerose z.B. werden subendotheliale kollagenöse Strukturen 
freigelegt, die die Thrombozytenaktivierung fördern, das dynamische Gleichgewicht 
zwischen Thrombozyten und Endothelzellen beeinträchtigen und eine 
Thrombusbildung hervorrufen (83). Intrazellulär induziert die Aktivierung von 
Thrombozyten diverse biochemische Prozesse, die den äußerlich erkennbaren, 
strukturellen und morphologischen Veränderungen zugrundeliegen. Diese 
biochemischen Reaktionen sind bis jetzt nur in Ansätzen bekannt. Die Rezeptor-
vermittelte Stimulation der Thrombozyten induziert über sogenannte „second 
messenger“ und das Enzym Cyclooxigenase die Thrombozytenaktivierung und -
aggregation (7) (72). Aktivierte Thrombozyten verändern ihre diskoide Form. Sie 
bilden filopodienartige Membranprotrusionen aus, die der Thrombozytenaggregation 
und –adhäsion dienen. Diese Morphologischen Veränderungen werden durch eine 
Reorganisation des Zytoskeletts induziert. Das Zytoskelett steht über Zytoskelett-
assoziierte Proteine mit der Plasmamembran in Kontakt. 
Die genauen Mechanismen der Plasmamembran-Zytoskelett-Interaktion und die 
Rolle der Zytoskelett-assoziierten Proteine in diesem Zusammenhang sind noch 
weitgehend ungeklärt. Ihnen wird jedoch eine entscheidende Funktion bei der 
Ausbildung morphologisch-struktureller Veränderungen in aktivierten Thrombozyten 
und vielen anderen Zellen zugeschrieben (49) (36) (13). 
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Abb. 3: Ablauf der Thrombozytenaktivierung und –aggregation. (Zur 
Vereinfachung ist ein einzelnes Blutplättchen gezeigt). Im Organismus 
aktivieren Thromboxan A2 und die aus den Granula freigesetzten Stoffe 
zahlreiche andere Thrombozyten in der Nachbarschaft. 
(aus: Schmidt/Thews, Physiologie des Menschen 26.Auflage, Springer-
Verlag, 1995) 
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2.5. Goodmann-Klassifikation: 
 
1989 untersuchten Goodmann et al. in einer Studie den Formwechsel und die 
zytoskelettale Reorganisation von Thrombozyten im Rahmen ihrer Aktivierung auf 
verschiedenen Polyurethanen. Das Ziel dieser Studien bestand in der Beobachtung 
des stattfindenden Formwandels der Thrombozyten auf Kunststoffen 
unterschiedlicher molekularer Struktur vom Beginn der Aktivierung durch das 
eingesetzte Biomaterial bis hin zu dem, für jedes eingesetzte Biomaterial 
charakteristischen Punkt der maximalen Aktivierung der adhärenten Thrombozyten. 
Dieser Grad der maximalen Aktivierung der Thrombozyten ist also eine spezifische 
Eigenschaft eines jeden eingesetzten Biomaterials und damit im Zusammenhang mit 
Hämokompatibilitätsuntersuchungen von besonderer Bedeutung. Im Bezug auf den 
Formwechsel der Thrombozyten hat Goodmann in seiner Arbeit fünf unterschiedliche 
Aktivierungsgrade beschrieben. 
Aktivierte Thrombozyten durchlaufen die im Folgenden dargestellten Grade des 
Formwandels im Rahmen ihrer Aktivierung durch die Biomaterialien (42): 
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Stufe 1: Die Thrombozyten zeigen eine diskoide oder eine kugelige Gestalt. 
 
Stufe 2: Ausbauchungen, Anschwellungen und Protuberanzen sind als 
Merkmale beginnender Pseudopodienbildung zu betrachten. 
 
Stufe 3: Mit zunehmender Aktivierung adhärieren die gebildeten Pseudopodien 
auf der Fremdmaterialoberfläche, wobei sich verzweigte, dendritische 
Strukturen ausbilden. 
 
Stufe 4: Nachfolgend breitet sich das Hyalomer, der korpusfreie periphere Teil 
des Plättchens, auf dem Untergrund aus. 
(Bei Thrombozyten die sich in diesem Stadium der Aktivierung 
befinden, ist eine Ablösung vom Untergrund nur noch bedingt 
reversibel.) 
 
Stufe 5: Bis hin zur völlig lateralen Ausbreitung sezerniert der Thrombozyt seine 
gesamten Granula-Inhaltsstoffe. 
 (Die Thrombozyten sind nun nicht mehr in der Lage sich vom 
Untergrund zu lösen. Daher wird der völlig ausgebreiteten Form des 
Thrombozyten die höchste, irreversible Aktivierungsstufe 
beigemessen.) 
 
In Anlehnung an die Einteilung durch Goodmann erfolgt im Rahmen dieser Arbeit die 
Einteilung der Thrombozyten in fünf Gruppen unterschiedlicher Flächenausbreitung: 
 
1. 0 - 5 qµm 
2. 5 - 15 qµm 
3. 15 - 35 qµm 
4. 35 - 45 qµm 
5. >45   qµm  
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2.6. Kriterien zur Beurteilung der Hämokompatibilität: 
 
Die Quantifizierung der Thrombozytenadhäsion durch den Kontakt mit dem jeweils 
eingesetzten Biomaterial gilt als maßgebliches Kriterium zur Beurteilung der 
jeweiligen Hämokompatibilität. Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten sowie 
deren Morphologie wird als maßgeblich bei der Beurteilung der Thrombogenität 
eines jeweiligen Materials angesehen. Die Quantifizierung der 
Thrombozyteninteraktion mit Biomaterialien erfolgt in Anlehnung an die von 
Goodmann 1989 formulierten Kriterien zum Nachweis einer 
Thrombozytenaktivierung: 
 
1. Bestimmung der Anzahl adhärenter Thrombozyten auf den Biomaterialien 
2. Bestimmung der Gesamtoberfläche der Thrombozyten auf den Biomaterialien 
3. Bestimmung der Anzahl der adhärenten Thrombozyten pro Flächeneinheit auf 
den Biomaterialien 
4. Analyse der Aktivierungsstufe (nach Goodmann) der pro Flächeneinheit 
adhärenten Thrombozyten 
 
Hierbei soll die deskriptive Bewertung der morphologischen Veränderungen der 
adhärenten Thrombozyten im Sinne der fünf unterschiedlichen Aktivierungsgrade 
nach Goodmann zur Einteilung des Aktivierungszustandes der Thrombozyten wie 
oben beschrieben zur Anwendung kommen. Die Einteilung erfolgt also hinsichtlich 
der jeweiligen Flächenausbreitung der Thrombozyten. 
 
2.7. Fixationsverfahren: 
 
Ein grundlegendes Problem bei der Beurteilung der Anzahl und Morphologie der an 
einem Oberflächenmaterial adhärenten Thrombozyten, stellt deren Fixierung dar. Die 
Fixierung bezeichnet die Konservierung des vollzogenen Formwandels der auf dem 
Probenmaterial adhärenten Thrombozyten. Sie ist unbedingt erforderlich zum Erhalt 
einer aussagefähigen und vor allem reproduzierbaren Versuchsanordnung.  
Grundsätzlich kann man die möglichen Fixationsverfahren in physikalische und 
chemische Fixationsverfahren einteilen (32). Die wichtigsten physikalischen 
Verfahren stellen die Gefriertrocknung, bzw. das Gefrieren sowie das Erhitzen dar. 
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Das Prinzip der chemischen Fixierung beruht je nach verwendeter Substanz auf 
Wasserentzug, Salzbildung, Änderung des Quellzustandes bzw. Molekülvernetzung. 
Die wichtigsten chemischen Fixative sind: 
 
• Aldehyde: Formaldehyd, Glutaraldehyd, Paraformaldehyd, Acrolein. 
 
Die reaktiven Aldehydgruppen binden kovalent an die freien Aminogruppen der 
Proteine und vernetzen diese über Methylgruppen R-(CH2)-R mit ihren 
Nachbarmolekülen (57). Für die Elektronenmikroskopie haben 1963 Sabatini et 
al. bereits mit Erfolg die Glutardialdehydfixierung zur Strukturerhaltung eingeführt 
(3). Dagegen ist für Immunfluoreszenzverfahren im Allgemeinen die 
Glutardialdehydfixierung ungeeignet, da sie eine ausgeprägte Autofluoreszenz 
hervorruft (20). 
 
• Alkohole: Ethanol, Methanol, Isopropanol. 
 
Alkohole entziehen dem Gewebe bzw. den Zellen schnell das Wasser und fällen 
dadurch Proteine. Der Wasserentzug beeinflußt das morphologische 
Erscheinungsbild durch Schrumpfungsprozesse, so daß ihr Einsatz ohne 
Vorfixierung sich bei der Rasterelektronenmikroskopie z.B. als ungünstig 
erweisen  würde. Eine weitere Folge der Alkoholeinwirkung ist die Extraktion von 
Lipiden. Die immunologischen und enzymatischen Aktivitäten bleiben bei diesen 
Prozessen erhalten und die Alkohole können so für dementsprechende Verfahren 
eingesetzt werden (103). 
 
• Carbonsäuren: Essigsäure, Pikrinsäure. 
 
Organische Säuren ändern in erster Linie den Quellungszustand und werden 
meist in Fixierungsgemischen eingesetzt (103). 
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• Schwermetall Salze: Osmium(VIII)-oxid, Chrom-Salze. 
 
Schwermetall Salze bilden oft Netzstrukturen mit den Carboxylgruppen der 
Proteine aus oder es erfolgt eine Eiweißpolimerisation durch z.B. Cr-O-Cr 
Brückenbildung (103). 
 
Die Erhaltung der Thrombozytenmorphologie, Thrombozytenadhäsion sowie der 
Thrombozytenantigenität stellen besondere Anforderungen an die Wahl des 
geeigneten Fixationsverfahrens. Die Wahl des Fixationsverfahrens wird durch die 
Notwendigkeit bestimmt, eine optimale Konservierung der Probe bei minimaler 
Änderung der zu untersuchenden Parameter zu erreichen. Allgemein sind bei 
immunologischen Verfahren eine mögliche Denaturierung des Antigens durch die 
Fixation und die daraus resultierende Reduktion der Zugänglichkeit der Epitope zu 
berücksichtigen (57). Bei der Bestimmung intrazellulärer Antigene ist zusätzlich die 
durch die Fixierung möglicherweise ausgelöste Permeabilitätsänderung der 
Membran von Bedeutung (32). Daher muß für jede untersuchte Biomaterialgruppe 
das entsprechende Fixationsverfahren festgelegt werden. Grundsätzlich sollten bei 
der Verfahrensentwicklung möglichst physiologische Milieubedingungen eingehalten 
werden. So beträgt die Ausgangsthrombozytenkonzentration 300.000/ηl und die 
Inkubationstemperatur liegt bei 37°C. Die gleichen Anforderungen sind ebenfalls an 
die osmotischen Druckverhältnisse sowie den pH-Wert zu stellen. Eine Änderung der 
osmotischen Druckverhältnisse führt über Wasserverschiebungen zur Quellung oder 
zur Schrumpfung der Zellen. Die Wasch- und Fixierlösungen wurden daher auf 
minimalen osmotischen Druck ausgelegt und dem pH-Wert des Blutes mit 7,4 
angepaßt (28).
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3. Ziel der vorliegenden Arbeit 
 
Künstliche Materialoberflächen führen zur Aktivierung und Aggregation von 
Thrombozyten und können Ausgangspunkt unerwünschter Komplikationen, z.B nach 
Implantation eines intravaskulären Stents, sein. Das Ausmaß von 
Thrombozytenadhäsion und –aktivierung nimmt eine bedeutende Stellung bei der 
Prüfung und Beurteilung der Hämokompatibilität von Biomaterialien ein. Die 
Visualisierung adhärenter Thrombozyten ist absolut abhängig von dem gewählten 
Verfahren und somit ist auch die Beurteilung des Ausmaßes der Thrombogenität 
eines Materials verfahrensabhängig. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein automatisiertes Verfahren zur Auszählung und 
Auswertung von adhärenten Thrombozyten an Biomaterialoberflächen (PP, 
Cuprophan, PDLLA und PDLLA/HEMA) entwickelt werden. 
 
1. Hierzu sollen unterschiedliche Thrombozyten-Antikörper sowie Fixationsverfahren 
verglichen und beurteilt werden. Thrombozyten-Antikörper gegen a) ein 
komplettes Thrombozytenlysat und b) intakte Thrombozyten sollen in Hühnern 
hergestellt werden und mit dem kommerziell erhältlichen anti-Thrombozyten 
(CD41) Antikörper unter Berücksichtigung unterschiedlicher Fixationsverfahren 
verglichen werden. Die zu vergleichenden Fixationsverfahren sind: eisgekühltes 
Methanol, Formaldehyd 5%, Paraformaldehyd 2% sowie Paraformaldehyd 0,5%. 
 
2. Anhand der Ergebnisse soll das jeweilige Biomaterial auf Thrombogenität bzw. 
Hämokompatibilität verglichen und beurteilt werden. Die Beurteilung soll die 
folgenden Kriterien berücksichtigen: 
 1) Die Anzahl adhärenter Thrombozyten 
2) Das Verteilungsmuster (Gesamtausbreitungsfläche der Thrombozyten auf 
dem jeweiligen Biomaterial) bzw. Anzahl der adhärenten Thrombozyten pro 
Flächeneinheit auf dem Biomaterial 
 3) Der Aktivierungsgrad adhärenter Thrombozyten 
 
Aus den erhaltenen Ergebnissen soll eine Schlußfolgerung bezüglich der am Besten 
geeigneten Methode zur Beurteilung der verwendeten Biomaterialien gezogen 
werden. 
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4. Material und Methoden 
 
4.1. Materialien: 
 
4.1.1. Chemikalien 
 
Die Materialien stammen von folgenden Firmen: 
 
Amersham-Buchler, Braunschweig: 
Rainbow protein molecular weight marker (14.300-200.000 Da) 
 
Bio-Rad, München: 
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF), Hydroxylapatit, Acrylamid, 
Methylenbisacrylamid (Bis) 
 
Behringwerke AG, Marburg: 
Bovines Serum Albumin (BSA) 
 
Boehringer Mannheim: 
Polyethylenglykol (PEG 6000) 
 
Dianova, Hamburg: 
Kaninchen-anti-Huhn-IgG-Antikörper Peroxidase konjugiert, Ziege-anti-Maus-
Antikörper FITC konjugiert 
 
Gibco, BRL, Eggenstein: 
Phosphate buffered saline (PBS) 
 
Merck, Darmstadt: 
N,N‘-Tetramethylethilendiamin (TEMED) 
 
Pharmacia/LKB, Freiburg: 
Polyacrylamid-Gradientengele (8-25% T), vorgefertigte Pufferstreifen für die SDS-
PAGE 
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Schleicher und Schüll, Dassel: 
Nitrocellulose (NC)-Blot-Membran 
 
Serva, Heidelberg: 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) 
 
Sigma, München: 
Prostacyclin 
 
Die Grundchemikalien stammen im Allgemeinen von der Firma Merck, Darmstadt, 
alle verwendeten Chemikalien hatten, wenn verfügbar, p.a.-Qualität. 
Es gelangte ausschließlich durch die Millipore-Anlage gereinigtes Wasser zur 
Anwendung. 
 
4.1.2. Analytische Verfahren und Geräte 
 
Die SDS-Gel-Elektrophoresen wurden entweder mit dem Phast-System der Firma 
Pharmacia, einer vertikalen Elektrophoresekammer der Firma Pharmacia/LKB oder 
mit Geräten der Firma IdeA, Minneapolis, USA durchgeführt. 
Der Transfer der elektrophoretisch getrennten Proben auf Nitrocellulose erfolgte 
entweder durch Diffusion (Phast-System) oder durch semi-dry Blotting (Biometra) 
nach dem von Anderson (1984) beschriebenen Verfahren. 
 
Es kamen Zentrifugen der Firmen Beckman (Model L5-65 und J-6B) sowie Heraeus 
(Varifuge 3.2 RS) zum Einsatz. 
 
Absaugsystem: 
Vakuboy der Firma TECNOMARA, GmbH (D) 
 
Coulter counter: 
Zellzählungen erfolgten mittels Coulter Max M der Firma Coulter Electronics GmbH 
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Fluoreszenzmikroskopie: 
Das Fluoreszenzmikroskop (DMRX) ist integraler Bestandteil des 
Bildverarbeitungssystems Q 600 S der Firma Leica. Ausgestattet mit einer 3CCD 
Color Video Camera der Firma Sony und der Bildverarbeitungssoftware Quantimet 
erlaubt es eine Quantifizierung von Anzahl und Ausbreitung adhärenter Zellen. Bei 
dem benutzten Objektiv handelt es sich um ein PL Fluotar 40/0,70 PH 2. Zusammen 
mit einem im Strahlengang befindlichen 10er Okular und einer zusätzlichen 
Leervergrößerung durch das Bildverarbeitungssystem können die abgebildeten 
Thrombozyten auf dem Bildschirm in 880-facher Vergrößerung dargestellt werden. 
 
Inkubationssysteme: 
Die Plexiglaskammer, die zur Testung der Biomaterialien eingesetzt wird besteht aus 
zwei miteinander verschraubten Teilen zwischen denen die Probenmaterialien 
eingesetzt werden. 
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Abb. 4: technische Zeichnung: Probenkammer 
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Abb. 5: technische Zeichnung: Probenkammerdeckel und Verschraubung 
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4.1.3. Zusammensetzung der verwendeten Puffer 
 
Dulbecco’s PBS (ohne Ca2+, ohne Mg2+): 
2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 138 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4 × 7 H2O 
 
Tris-Buffered-Saline (TBS, 5x Stammlösung): 
0,1 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, pH 7,5 
 
Laemmli’s Probenpuffer für SDS-PAGE (nach Laemmli, 4×Stammlösung, 
reduzierende Bedingungen): 
250 mM Tris pH 7,4, 40% Glycerol, 4% SDS, 1% DTT, BP blue, pH 6,8 
 
Puffer zur Durchführung der SDS-Gel-Elektrophoresen, sowie zur Durchführung des 
Transfers der elektrophoretisch getrennten Proben auf Nitrocellulose-Membran 
 
Elektrophorese-Pufferlösung: 
SDS, 1:10 mit H2O verdünnt 
 
Blot-Puffer: 
2,5 mM Tris/Cl, 16 mM Glycerine, 20% Methanol, pH 8,1 
 
Blotto (Bovine Lactate Transfer Technique Optimizer): 
2% entfettetes Magermilchpulver in PBS 
 
Blot Wasch Puffer: 
20 mM Tris/Cl, 150 mM NaCl, 0,1% Nonidet 40, pH 8,0 
oder 
0,05 M Tris/Cl, pH 7,5 
 
Coomassie-Färbung: 
50% Methanol, 10% Essigsäure und 0,05% Coomassie Brillant Blue (R350) in H20 
 
Coomassie-Entfärber: 
5% Methanol und 7% Essigsäure in H20 
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Entwicklungspuffer für die Färbung mit Peroxidase konjugierter Antikörper: 
100 ml 50 mM Tris/Cl, 50 mg DAB, 17 µl H2O2 (30%), pH 7,5 
 
Puffer zur Isolierung von unstimulierten Thrombozyten 
 
CGS: 
120 mM NaCl, 13 mM trisodium citrate, 30 mM dextrose (D-(+)-Glucose), pH 7.0 
 
ETS : 
154 mM NaCl, 10  mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7.4 
 
Tyrode‘s : 
138 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 12 mM NaHCO3, 0.36 mM NaH2PO4, 5.5 mM Dextrose, 
1.8 mM CaCl2, 0.4 mM MgCl2, pH 7.4 
 
Den drei zuletzt aufgeführten Puffern wurde unmittelbar vor Gebrauch Prostacyclin 
(PGE1, Stammlösung 50 µg/ml, Endkonzentration 50 ng/ml) zugegeben. 
 
Anticoagulant : 
85 mM sodium citrat, 111 mM dextrose, 71 mM citric acid 
 
Prostacyclin diluent : 
100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), pH 12.0  
 
Puffer zur Durchführung der Antikörperisolierung aus Hühner Eigelb 
 
Buffer A : 
0,01M potassium phosphate, 0.1 M NaCl, pH 7.2 
 
Alle Färbelösungen wurden vor Gebrauch frisch angesetzt. 
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4.1.4. Antikörper 
 
primäre Antikörper: 
• Maus-anti-CD 41 Antikörper der Firma DAKO als handelsüblicher 
Referenzantikörper bei der Thrombozytendetektion 
• Maus-anti-CD 42 Antikörper der Firma DAKO als zusätzlicher Referenzantikörper 
bei der Thrombozytendetektion 
• Huhn-anti-lysierte-Thrombozyten aus eigener Herstellung 
• Huhn-anti-intakte-Thrombozyten aus eigener Herstellung 
 
sekundäre Antikörper: 
Die sekundären Antikörper für die Fluoreszenzmessung sind jeweils FITC bzw. POD 
gelabelte Antikörper. 
• Ziege-anti-Maus FITC der Firma DAKO 
• Hase-anti-Huhn FITC der Firma Dianova 
• Hase-anti-Huhn POD der Firma Dianova 
 
4.1.5. Zusammensetzungen der Lösungen und Antikörperkonzentrationen 
 
BSA/PBS: 
Zur Verdünnung der Antikörper wird eine 1%ige Lösung aus Rinderserumalbumin 
(BSA) in PBS hergestellt. 
 
primäre Antikörper: 
• Huhn-anti-lysierte-Thrombozyten   1:50 in 1% BSA/PBS 
• Huhn-anti-intakte-Thrombozyten   1:50 in 1% BSA/PBS 
• Maus-anti-CD 41     1:50 in 1% BSA/PBS 
• Maus-anti-CD 42     1:50 in 1% BSA/PBS 
 
sekundäre Antikörper: 
• Hase-anti-Huhn FITC     1:100 in 1% BSA/PBS 
• Ziege-anti-Maus FITC     1:500 in 1% BSA/PBS 
• Hase-anti-Huhn POD     1:500 in 2% Blotto 
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Mounting Medium: 
Fluorescent Mounting Medium der Firma DAKO 
 
Paraformaldehyd: 
0,5% in warmem H2O lösen, pH 7,4 
 
4.1.6. Probenmaterial 
 
Die bei der Charakterisierung der Antikörper als Referenzantigene verwendeten 
Präparate der A. carotis vom Schwein, sowie die glatten Muskelzellen stammen aus 
dem Pathologischen Institut der RWTH-Aachen unter Leitung von Prof. Dr. Ch. 
Mittermayer. 
Die verwendeten Polymere liegen in Folienform vor. Cuprophan ist von der Firma 
Akzo Nobel aus Obernburg (BRD) und Polypropylen von der Firma Hüls AG aus Marl 
(BRD) bezogen worden. Poly(D,L-lactid) ist ein Produkt der Firma Boehringer 
Ingelheim. 
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4.2. Methoden: 
 
4.2.1. Thrombozyten-, Erythrozyten- und Monozytenisolierung 
 
Isolierung vitaler Thrombozyten aus humanem Vollblut: 
 
Um weder aggregierte noch aktivierte frische Thrombozyten zu isolieren, wurde jeder 
Kontakt des Blutes mit aktivierenden Oberflächen (z.B. Glas) vermieden werden. 
Zusätzlich wurden alle verwendeten Puffer auf 37°C erwärmt, um eine durch 
Temperaturschwankungen hervorgerufenen Aktivierung zu vermeiden. 
Einem gesunden Erwachsenen Spender, der in den letzten zwei Wochen keine 
Medikamente eingenommen hatte (insbesondere keine Acetylsalicylsäure), wurden 
100 ml Blut mit einem 19 G Butterfly und zwei 50 ml Plastikspritzen, die je 4 ml 
Antikoagulanz-Puffer enthielten, abgenommen. Das Blut wurde in vorgewärmten 
Falcon-Röhrchen (37°C, 15 ml) zentrifugiert (Heraeus Varifuge 3.2 RS, 37°C, 160g, 
20‘), um die übrigen zellulären Bestandteile von dem plättchenreichen Plasma 
abzutrennen. Nach nochmaligem Zentrifugieren (570g, 15‘), lagen die Thrombozyten 
im Präzipitat vor. Das plättchenarme Plasma (PPP) wurde abgehoben und die 
Thrombozyten im gleichen Volumen CGS-Puffer resuspendiert. Dabei wurde darauf 
geachtet, daß die restlichen, sich noch im Präzipitat befindlichen Erythrozyten nicht 
resuspendiert wurden. Die plättchenreiche CGS-Suspension wurde in saubere 
Röhrchen gefüllt und ein weiteres Mal zentrifugiert (570g, 15‘). Das zuvor 
beschriebene Procedere wurde ein zweites Mal mit CGS-Puffer und anschließend 
mit ETS-Puffer wiederholt, um die Thrombozytenlösung von Erythrozyten zu trennen. 
Nach Waschen mit ETS-Puffer wurden die Thrombozyten in Tyrode’s Puffer 
resuspendiert und zur Erholung (Wiedererlangung der diskoiden Thrombozytenform) 
eine Stunde bei 37°C inkubiert. In der zur Verfügung stehenden Literatur von Fox et 
al. und Boyles et al. (13) (36,37) wird der Nachweis der diskoiden Thrombozytenform 
als zuverlässiges Kriterium für ruhende, nicht aktivierte Thrombozyten gewertet. Die 
Plättchenanzahl wurde mit Hilfe des Coulter Counters ermittelt und die Konzentration 
der Thrombozyten im Tyrode’s Puffer auf 1-3 x 109/ml eingestellt. 
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Isolierung von Thrombozyten aus Thrombozytenkonzentraten: 
 
Neben der Isolierung von Thrombozyten aus frischem Spenderblut wurden 
Thrombozyten aus Thrombozytenkonzentraten isoliert, die aus der Blutbank des 
Klinikums stammten. Es handelte sich um 2 Tage alte Aufbereitungen, mit einer 
Thrombozytenkonzentration von etwa 800.000 bis 1.000.000 Zellen/ηl, die bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler gelagert worden waren. Die Thrombozyten 
wurden durch Zentrifugieren (730g, 20‘) von der Konzentratlösung abgetrennt und 
anschließend nach dem gleichen Schema, wie für frische Thrombozyten 
beschrieben, weiter aufgearbeitet. Ziel war auch hier die Entfernung von 
kontaminierenden Erythrozyten. 
 
Isolierung vitaler Erythrozyten aus humanem Vollblut: 
 
Im Rahmen der Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sollen 
neben Thrombozyten auch Erythrozyten und Vertreter der heterogenen Gruppe der 
lymphozytären Blutzellen zur Verwendung kommen. Zur Erythrozytenisolierung 
werden 5 ml humanes Vollblut bei Raumtemperatur 20 Minuten lang bei 200g 
zentrifugiert. Nach dem Abheben des Überstandes aus Serum, Lymphozyten und 
Thrombozyten kann anschließend das Erythrozyten-pellet in Tyrodes 1:10 
resuspendiert werden. 
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Isolierung mononukleärer Zellen aus humanem Vollblut: 
 
Mononukleäre, weiße Blutzellen wurden wie folgt isoliert: 
 
1. 20 ml humanes Vollblut werden mittels einer mit Heparin benetzten Spritze einem 
gesunden Spender entnommen und mit 20 ml PBS versetzt. 
2. Jeweils 5 ml des Blut/PBS Gemisches werden anschließend vorsichtig auf 8 mit 
je 4 ml NycoPrep 1.077 versehene Plastikreagenzröhrchen aufgebracht. 
3. Zentrifugation: 60 Minuten bei 2.500 rpm, abgeschalteter Zentrifugenbremse 
sowie Raumtemperatur 
4. Anschließend kann die oberste Schicht aus Serum und Thrombozyten vorsichtig 
abgehoben werden. Übrig bleibt so der durch das NycoPrep 1.077 vom 
Erythrozytenbestandteil des Vollblutes abgetrennte buffy-coat aus Leukozyten. 
Dieser wird dann vorsichtig in 50 ml Zentrifugenröhrchen übertragen. 
5. Die 50 ml Zentrifugenröhrchen werden dann jeweils auf 45 ml mit PBS aufgefüllt. 
6. Zentrifugation: 15 Minuten bei 1.000 rpm, abgeschalteter Zentrifugenbremse 
sowie Raumtemperatur 
7. Der Überstand wird verworfen und das Zellsediment in 1,5 ml PBS resuspendiert 
und in ein Eppendorfgefäß überführt. 
 
4.2.2. Herstellung und Aufarbeitung der IgY-Antikörper gegen humane 
Thrombozyten 
 
Immunisierung der Hühner: 
 
Zur Induktion polyklonaler Antikörper wurden zwei Leghorn-braun Hühner mit 
farbigen Ringen markiert und mit den zuvor aus frischem, humanem Vollblut 
isolierten intakten oder lysierten Thrombozyten immunisiert. Isolierte Thrombozyten 
(2 ml einer 1-3 x 109 Thrombozyten/ml) wurden mit Hilfe von Ultraschall für 2 min bei 
4°C (2x, Output 2, Duty cycle: constant) entweder mit Hilfe eines Sonifiers der Firma 
Branson Sonifiers 250 lysiert oder bei 37°C aufbewahrt. Zur Induktion der 
Antikörperproduktion wurden zunächst je 2 ml der Antigenlösungen (intakte 
Thrombozyten bzw. lysierte Thrombozyten) 1:1 mit kompletten Freund’s Adjuvans 
emulgiert und den Hühnern in den Musculus pectoralis major injiziert. Hierbei wurde 
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jeweils ein Huhn gegen intakte und ein Huhn gegen ultrageschallte/lysierte 
Thrombozyten, immunisiert. Ein drittes Huhn diente als Kontrolle. Vier Wochen nach 
der ersten Immunisierung erfolgte eine Booster-Injektion, die identisch war zur oben 
beschriebenen Immunisierung, bis auf die Verwendung eines inkompletten Freund's 
Adjuvans. Polyklonale Antikörper wurden aus dem Eigelb der entsprechenden 
Hühner isoliert. Hierzu wurden bereits von der ersten Immunisierung an die Eier der 
Hühner entsprechend markiert und bei 4°C aufbewahrt. Im Abstand von vier bis fünf 
Tagen wurden aus den gelegten Eiern Antikörper isoliert und entsprechend auf ihre 
Spezifität und Qauntität hin untersucht.  
 
Isolierung der IgY-Antikörpern aus dem Hühner-Eigelb: 
 
Bereits vor der Immunisierung waren Antikörper aus dem Eigelb (Prä-Immun-Eier) 
der entsprechenden Hühner isoliert worden, um diese später als Kontrolle für die 
Spezifität der nach Immunisierung isolierten Antikörper zu verwenden. Acht Wochen 
nach der ersten Immunisierung (drei Wochen nach der Booster-Injektion) konnten 
Anti-Thrombozyten-Antikörper aus den entsprechenden Eiern isoliert werden. Um 
den Reinheitsgrad der isolierten Antikörper zu überprüfen, wurden diese mit Hilfe von 
SDS-PAGE getrennt und anschließend silbergefärbt. Des weiteren wurden die durch 
die SDS-PAGE getrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran übertragen, die 
Membran wurde dann anschließend mit einem spezifischen Anti-Huhn-AK gefärbt. 
Nach erfolgter Trennung der isolierten Antiseren wurde im Anschluß ein Western Blot 
durchgeführt. Die Spezifität der gebildeten Antikörper wurde mit elektrophoretisch 
aufgetrennten Antigenen (Thrombozyten (lysiert und intakt), Leukozyten und 
Erythrozyten) im Diffusionsblot geprüft. Die Isolation der Antikörper aus dem Eigelb 
erfolgte, soweit nicht anders erwähnt bei Zimmertemperatur durch fraktionierte PEG-
Fällung des mit Puffer (10 mM K2HPO4, 100 mM NaCl, pH 7,2) verdünnten Eigelbs 
(39): 
Zunächst wurde das Eigelb (ca. 20 ml) vom Eiweiß getrennt und unter Erhalt der 
Eihaut in destilliertem Wasser waschen. Anschließend wurde das Eigelb vorsichtig 
durch Einschneiden der Eihaut ohne diese in einem Meßzylinder aufgefangen. Das 
gesammelte Eigelb wird auf 30 ml mit Buffer A aufgefüllt und mit weiteren 30 ml einer 
7%igen Lösung von PEG 6000 in Buffer A vermischt. Das Gemisch wird bei 4°C und 
14.000g für 10 min. zentrifugiert. Der Überstand wird durch ein feuchtes Leinentuch 
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gefiltert und aufgefangen. Diesem Filtrat wird festes PEG 6000 bis zu einer 
Konzentration von 12% zugegeben und vollständig gelöst. Die Lösung wird 
anschließend bei wiederum 4°C und 14.000g für 5 min. zentrifugiert. Der Überstand 
wird verworfen und das Sediment, welches die Antikörper enthält wird in 20 ml Buffer 
A gelöst und mit ebenfalls 20 ml 24%iger Lösung von PEG 6000 in Buffer A 
vermischt. Dann erfolgt eine erneute Zentrifugation bei 4°C und 14.000g für 5 min. 
Schließlich wird das Sediment in 10ml Buffer A resuspendiert und für ca. 24h gegen 
reinen Buffer A dialysiert. Hierbei sollten etwa 2 Liter Dialysenpuffer pro 10 ml 
Antikörperlösung eingesetzt werden. 
Die dialysierte Antikörperlösung wird dann nochmals bei 4°C und 14.000g für 5 min. 
zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Antikörpersediment wird in 2 bis 
3 ml Buffer A resuspendiert. 
 
Übersicht über die Isolierung von Antikörpern aus Hühnereigelb: 
 
1. Trennung von Eigelb und Eiweiß 
2. vorsichtiges Waschen des Eigelbs mit Wasser 
3. Eigelb ohne Eihaut in einem Gefäß sammeln 
4. Eigelb mit dem halben Eigenvolumen an Puffer A versetzen 
5. das Gemisch auf 3,5% PEG einstellen (Polyethylenglykol 6000 in H2O) 
6. zentrifugieren (14.000g, 4°C, 10 min.) 
7. Überstand durch feuchte Babywindel filtrieren, Präzipitat verwerfen 
8. PEG-Kozentration im Filtrat von 3,5% auf 12% erhöhen 
9. zentrifugieren (14.000g, 4°C, 5 min.) 
10. Präzipitat in Puffer A resuspendieren und auf 20% PEG einstellen 
11. zentrifugieren (14.000g, 4°C, 5 min.) 
12. Präzipitat in Puffer A resuspendieren und über Nacht gegen den gleichen     
Puffer A dialysieren 
13. das Dialysat zentrifugieren (14.000g, 4°C, 5 min.) 
der Antikörper liegt in gereinigter Form im Überstand vor 
 
Die Reinheit der polyklonalen IgY-Antikörper wurde mit Hilfe von SDS-PAGE und 
anschließender Silberfärbung geprüft. 
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Aliquotierung und Lagerung der Antikörper: 
 
Die in Buffer A gelösten Antikörper werden auf je 100 µl aliquotiert und in 
Eppendorfgefäße gefüllt. Anschließend werden sie zur Konservierung mit jeweils 1 µl 
einer 10%igen NaN3 – Lösung versetzt und bei −60°C eingefroren. 
 
4.2.3. Gel-Elektrophorese und Blot-Verfahren 
 
Horizontale SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE; Phast-System, 
Pharmacia): 
 
Die horizontalen Elektrophoresen wurden mit vorgefertigten Polyacrylamid-Gelen 
(Polyacrylamidgradient (%T) von 8-25%T) und Pufferstreifen (mit Puffer getränkte 
Agaroseblöckchen) durchgeführt (Phast-System, Pharmacia). 
Probenpuffer: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 2,5% SDS, pH 8,0 (reduzierende 
Bedingungen: Zusatz von 0,1% Dithiothreitol). 
Um die Wanderung der Pufferfront während der Elektrophorese beobachten zu 
können, wurde dem Probenpuffer Brophenolblau zugesetzt. 
Die Proben wurden mit vierfach konzentriertem Probenpuffer (4 Teile Probe + 1 Teil 
4 × konzentrierter Puffer) versetzt und anschließend aufgekocht (5‘, 96°C). Je nach 
verwendetem Probenkamm wurde 1µl Probe (8er Kamm) oder 0,3µl Probe (12er 
Kamm) aufgetragen. 
Der automatische Probenauftrag erfolgte während der mit einer Stromstärke von 3,5 
mA durchgeführten Vorelektrophorese (10 Vh) zwischen 1 Vh und 6 Vh, die 
Trennung der Proben im Gradientengel fand bei einer Stromstärke von 10 mA statt. 
Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die Bromphenolblau-Front die Anode 
erreicht hatte (in der Regel nach 60-70 Vh). Die Trennung erfolgte bei 14°C. Im 
Anschluß wurden die Gele in einen Diffusions-Blot und/oder in die Silberfärbung 
eingesetzt. 
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Vertikale SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese: 
 
Die Elektrophoresekammern stammten von der Firma IdeA, Minneapolis, USA. 
Die Polyacrylamid-Gele hatten eine Größe von 10 cm × 10 cm und wurden in einer 
entsprechenden Vorrichtung gegossen. Die Lösungen hatten folgende 
Zusammensetzungen: 
 
Sammel-Gel (100 ml): 
13 ml Protogel (30% Acrylamid, 0,8% BIS, in H2O) 
25 ml 1 M Tris-HCl (pH 6,8) mit 0,4% SDS 
61,4 ml Wasser 
0,5 ml Ammoniumperoxodisulfat (10%ig) 
0,1 ml N,N‘-Tetraethylenmethylendiamin (TEMED) 
 
Die Polymerisation dauerte 45 Minuten. 
 
Trenn-Gel (100 ml): 
26,7 ml Protogel (30% Acrylamid, 0,8% BIS, in H2O) 
25 ml 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) mit 0,4% SDS 
0,3 ml Ammoniumperoxodisulfat (10%ig) 
0,06 ml N,N‘-Tetraethylenmethylendiamin (TEMED) 
47,4 ml Wasser 
 
Die Polymerisation dauerte 30 Minuten. 
 
Auf jedes Gel konnten, je nach verwendetem Kamm, 14 bzw. 18 Proben 
(Probenvolumen jeweils 10µl) aufgetragen werden. Die Gele wurden im oberen 
Behälter der Elektrophoresekammer befestigt, mit 1,5% Agarose gegen den unteren 
Behälter abgedichtet und die Elektrophorese mit einer Spannung von 200 – 250 V 
bei einer Stromstärke von 120 – 150 mA durchgeführt. Die Trennung wurde beendet, 
wenn die Pufferfront (Bromphenolblau) die Anode erreicht hatte (in der Regel nach 
etwa 30 Minuten). 
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Diffusions-Blot nach horizontaler SDS-PAGE: 
 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proben wurde die Membran 
(Nitrocellulose oder Polyvinyliden-difluorid-Membran (PVDF) luftblasenfrei auf die im 
Phast-System befindlichen Gele aufgelegt. Die Nitrocellulose-Membranen wurden 
zuvor mit H2O, die PVDF-Membranen zuerst mit 60%igem Methanol und 
anschließend mit Wasser befeuchtet, bevor sie auf das Gel aufgelegt wurden. Die 
Membranen wurden mit drei feuchten Filterpapierstreifen bedeckt und mit einem 
Gewicht (ca. 800g) beschwert, der Proteintransfer auf die Membranen (30 Minuten) 
erfolgte bei 70°C. 
 
Western-Blot nach vertikaler SDS-PAGE (Firma Biometra): 
 
Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine in der vertikalen SDS-PAGE 
schloß sich der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran in einem semi-dry Blot 
Gerät (Biometra) unmittelbar an. Zum Transfer der Proteine aus dem Gel auf die 
luftblasenfrei aufgelegte Membran wurde ein Sandwich aufgebaut, der Transfer 
erfolgte in Richtung der Anode. 
 
Kathode 
5 Lagen mit Blot-Puffer getränktes Filterpapier 
Gel 
Membran 
3 Lagen mit Blot-Puffer getränktes Filterpapier 
Anode 
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4.2.4. POD-Färbung zum Nachweis der Huhn-anti-Thrombozyten-Antikörper 
sowie zum Nachweis humaner Thrombozyten 
 
Nachweis der Huhn-anti-Thrombozyten-Antikörper mit Hilfe von monoklonalen 
Hase-anti-Huhn-POD-Antikörper: 
 
Um den Transfer der Proteine auf die Membranen zu überprüfen wurden diese nach 
dem blotten mit Ponceau S für 2-5 Minuten angefärbt und anschließend mit Aqua 
dest. wieder abgespült. Bei erfolgtem Proteintransfer ist danach ein deutliches 
Bandenmuster erkennbar. Im Gegenzug werden die Elektrophorese-Gele nach 
erfolgtem Blot mit Coomassie Brillant Blue angefärbt. So werden evt. noch im Gel 
verbliebene Proteine zur Darstellung gebracht: 
 
1. Gel in Färbelösung 1 Minute in der Mikrowelle kochen 
2. 30 Minuten bei RT auf dem Schüttler färben 
3. 30 Minuten bei RT auf dem Schüttler entfärben (unter mehrmaligem Wechsel des 
Coomassie-Entfärbers) 
 
Zum Nachweis der durch die beiden verwendeten Blot-Verfahren auf PVDF- bzw. 
Nitrozellulosemembran übertragenen Proteine wird der polyklonale Hase-anti-Huhn-
Antikörper der Firma Dianova eingesetzt. Hierzu werden die Nitrocellulose-
Membranen zunächst unmittelbar im Anschluß an den Blot mindestens 60 Minuten 
bei 4°C in 5% BSA in PBS blockiert. Die PVDF-Membranen werden entsprechend in 
2% Blotto in TBS blockiert. Anschließend erfolgt die Färbung durch den Hase-anti-
Huhn POD Antikörper bei Raumtemperatur für 45 Minuten auf dem Schüttler. Nach 
der Färbung werden die Membranen mit Blot-Wasch Puffer drei Mal 5 Minuten lang 
auf dem Schüttler gewaschen. Im Anschluß daran erfolgt die Entwicklung mit DAB. 
Sobald eine ausreichende Färbung der Proteinbanden erzielt ist, wird der 
Entwicklungspuffer mehrere Minuten lang in Aqua dest. gründlich gespült um den 
gesamten Entwickler zu entfernen und eine Überfärbung zu vermeiden. 
Anschließend werden die Membranen zwischen Filterpapier getrocknet und 
lichtgeschützt aufbewahrt. 
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Nachweis der humanen Thrombozyten mit Hilfe der Huhn-anti-Thrombozyten-
Antikörper sowie eines monoklonalen Hase-anti-Huhn-POD-Antikörpers: 
 
Der Nachweis der elektrophoretisch aufgearbeiteten und durch die oben 
beschriebenen Blot-Verfahren auf PVDF- bzw. Nitrozellulosemembran übertragenen 
Thrombozytenproteine wird folgendermaßen geführt: Die Nitrocellulose-Membranen 
werden zunächst im Anschluß an den Blot mindestens 60 Minuten bei 4°C in 5% 
BSA in PBS blockiert. Die PVDF-Membranen werden entsprechend in 2% Blotto in 
TBS blockiert. Anschließend erfolgt die erste Färbung durch den Huhn-Anti-intakte 
Thrombozyten- bzw. durch den Huhn-Anti-lysierte Thrombozyten-Antikörper bei 
Raumtemperatur für eine Stunde auf dem Schüttler. Die Herstellung der 
gebrauchsfertigen Antikörpergemische ist oben beschrieben. Nach der Färbung 
werden die Membranen mit Blot-Wasch Puffer drei Mal 5 Minuten lang auf dem 
Schüttler gewaschen. Im Anschluß daran erfolgt die zweite Färbung durch den Hase-
Anti-Huhn POD-Antikörper ebenfalls bei Raumtemperatur für 45 Minuten auf dem 
Schüttler. Herstellung und Konzentration des verwendeten Antikörpergemisches ist 
ebenfalls oben beschrieben. Es folgt ein erneuter Waschschritt in Blot-Wasch Puffer 
für drei Mal 5 Minuten auf dem Schüttler. Schließlich erfolgt die Entwicklung mit DAB 
in Analogie zum oben beschriebenen Nachweis der Huhn-Anti-Thrombozyten-
Antikörper durch den Hase-Anti-Huhn POD-Antikörper. 
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4.2.5. Silberfärbung von Polyacrylamid-Gelen 
 
Die Silberfärbung erfolgte nach einer modifizierten Vorschrift von Heukeshoven und 
Dernick (1986). 
 
Zusammensetzung der Lösungen für die Silberfärbung: 
 
Lsg. 1: 50 mg Coomassie Blue G 250 in 30 ml Ethanol und 70 ml 20%iger 
Trichloressigsäure 
Lsg. 2: 30% Ethanol, 10% Eisessig, in H2O 
Lsg. 3: H2O 
Lsg. 4: 100 mg AgNO3 in 100 ml Wasser gelöst, 25 µl Formaldehyd (37%ig) 
wurden kurz vor der Färbung hinzugegeben 
Lsg. 5: 2,5%ige Lösung von Na2CO3 in H2O, je 100 ml Lösung wurden 60 µl 
Formaldehyd (37%ig) zugesetzt 
Lsg. 6: 1% Glycin 
Lsg. 7: 20 % Glycerin 
 
Färbeprotokoll: 
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden 10 min. mit Coomassie Blue 
(Lsg. 1) gefärbt. Anschließend wurde mit Ethanol-Eisessig (Lsg. 2) sowohl fixiert, als 
auch gleichzeitig überschüssiges Coomassie Blue aus den Gelen ausgewaschen. 
Die mit Wasser neutralisierten Gele (pH 5-7) wurden 10 Minuten mit Silbernitrat (Lsg. 
4) inkubiert und im Anschluß mit Natriumcarbonat-Formaldehydlösung (Lsg. 5) 
entwickelt. Die Reaktion wurde durch waschen mit Glycin (Lsg. 6) gestoppt und die 
Gele mit Glycerin (Lsg. 7) konserviert. 
Die Lösungen 4 und 5 wurden für jede Färbung neu angesetzt. 
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4.2.6. Färbung von Thrombozyten auf Glasobjektträgern durch den 
hergestellten Huhn-Anti-Thrombozyten-Antikörper mittels FITC-
Mikroskopie 
 
Zunächst erfolgt die Thrombozytenisolierung aus humanem Vollblut nach Vorschrift. 
Anschließend wird die Färbung von zwei Ansätzen vorbereitet: 
Der erste Ansatz wird zur Verhinderung der Aktivierung der Thrombozyten z.B. durch 
die Glasoberfläche der Objektträger, mit 20ηl PGE1 (s.o.) je Zentrifugenröhrchen 
(entspricht ca. 15 ml Thrombozytenlösung) versetzt. Anschließend wird dieser Ansatz 
eine Stunde bei 37°C in Tyrode’s-Puffer inkubiert. 
Die Thrombozyten des zweiten Ansatzes werden durch Zugabe von 0,1 IU Thrombin 
pro ml Thrombozytenlösung aktiviert. 
Die restlichen Arbeitsschritte gelten gleichsam für beide oben beschriebenen 
Ansätze: 
1. Fixierung durch 1:1 Zugabe von eisgekühltem Methanol. 
2.  Die speziellen Vorrichtungen zur Zytozentrifugation der gelösten 
Thrombozyten auf die Glasobjektträger werden mit jeweils 5ηl der 
methanolfixierten Thrombozytensuspensionen beschickt. 
Hierzu wurden die Glasobjektträger vorher mit 5ηl PDL beschichtet um eine 
bessere Haftung der Thrombozyten zu gewährleisten. 
3. Zentrifugation der Ansätze bei Raumtemperatur und 800 rpm für 12 Minuten. 
4. Glasobjektträger werden für 5 Minuten in PBS eingelegt. 
5. Absaugen des PBS und Blockierung in 3% BSA/PBS für 0,5 Stunden. 
6.  Ansatz des ersten Antikörpers (Huhn-Anti-Thrombozyten) in 1% BSA + 0,1% 
Triton-x-100 in 100 ml PBS in einer Konzentration von 1:50. 
Inkubation der Glasobjektträger in der Antikörperlösung für 1,5 Stunden bei 
Raumtemperatur. 
7. 3 × 5 Minuten waschen in PBS 
8.  Ansatz des zweiten Antikörpers (Hase-Anti-Huhn-FITC) in 1% BSA + 0,1% 
Triton-x-100 in 100 ml PBS in einer Konzentration von 1:500. 
Inkubation der Glasobjektträger in der Antikörperlösung für 45 Minuten bei 
Raumtemperatur. 
9. 3 × 5 Minuten waschen in PBS  
10. trocken saugen der Glasobjektträger 
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11.  Beschicken der Glasobjektträger mit einer Lösung aus 50% Glycerin in PAS 
und Bedecken derselben mit Objektträgerdeckgläschen. 
12.  Festkleben der Deckgläschen mit Nagellack und anschließend lichtgeschützte 
Lagerung bei 4°C. 
 
4.2.7. Zellkern-, Gewebe- und Zellkulturfärbungen 
 
Zellkernfärbung der Zytozentrifugationsansätze: 
 
Die im Rahmen der Antikörperfärbungen untersuchten Monozyten wurden nach der 
Anfärbung durch den Zweitantikörper (Hase-Anti-Huhn-FITC) zusätzlich einer 
Zellkernfärbung mit Propidiumjodid unterzogen. Hierbei werden die PBS 
enthaltenden und die Glasobjektträger tragenden Färbekammern für 5-10 Minuten 
mit 10ηl Propidiumjodid versetzt. Anschließend erfolgt ein zweimaliger Waschgang 
mit PBS. 
 
Gewebefärbungen: 
 
Auf Glasobjektträger aufgebrachte Anschnitte von Aa. carotides von Hausschweinen 
werden in einer absteigenden Alkoholreihe zunächst entparaffiniert, anschließend in 
PBS gewaschen und schließlich 30 Minuten in 3% BSA/PBS blockiert. 
Sie werden dann dem gleichen Färbevorgehen wie unter 4.2.13. beschrieben, 
einschließlich der Kernfärbung, unterzogen. 
 
Zellkulturfärbungen: 
 
Es werden glatte Muskelzellen durch Zytozentrifugation wie oben beschrieben auf 
Glasobjektträger aufgebracht. Anschließend werden sie dreimal kurz in PBS 
gewaschen um Reste des Nährmediums zu entfernen und 10 Minuten in 
eisgekühltem Methanol oder 0.5 % Paraformaldehyd fixiert. Sie werden nach der 
anschließenden Trocknung 5 Minuten in PBS eingelegt und schließlich in 3% 
BSA/PBS blockiert. Das weitere Vorgehen entspricht der unter 4.2.13. 
beschriebenen Färbung, einschließlich der anschließenden Kernfärbung. 
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4.2.8. Morphologische Untersuchungen isolierter Thrombozyten 
 
Isolierte Thrombozyten wurden mit Hilfe von 3,4% (Endkonzentration) 
Paraformaldehyd in Dulbecco's buffered saline fixiert. Die fixierten Plättchen wurden 
mit Hilfe eines Zeiss IM-35 invertierten Mikroskopes untersucht. Es wurde eine 
differentielle Inteferenz Contrast Optic und ein 100x Öl-Immersions Objektiv 
verwendet. 
 
4.2.9. Probenkammerpräparation und Probeninkubation 
 
Probenkammerpräparation bei den Hämokompatibilitätstests der 
unterschiedlichen Kunststoffe: 
 
In jede Bohrung des oben beschriebenen Kammerunterteils wird ein sterilisierter 
Teflonprobenträger eingelegt. Mit einer Lochstanze werden 25 mm große 
Folienronden ausgestanzt und mittels einer Pinzette auf den Teflonträgern 
positioniert, wobei die zu untersuchenden Probenoberflächen nach oben weisen. Zur 
Abdichtung werden Silikonringe aufgelegt und das Kammeroberteil verschraubt. Die 
Einzelproben sind so gegeneinander abgetrennt. 
 
Probeninkubation: 
 
Die Probeninkubation erfolgt allgemein im Brutschrank bei 37°C Innentemperatur auf 
einem Rundschüttler, durch den die Kammer mit einer Frequenz von 60 min-1 bewegt 
wird. Lediglich die Fixation erfolgt bei Raumtemperatur unter dem Abzug. Die 
Kammer wird während der Inkubationszeiten mit einer Plexiglasplatte abgedeckt. 
Zur Vorbeugung einer Spontanaggregation der Thrombozyten werden alle Lösungen 
mit Ausnahme des Methanol zur Fixierung vor der Zugabe auf Raumtemperatur 
gebracht. Um Verwirbelungen zu vermeiden, werden die Lösungen mit kleinem 
Volumenstrom am Probenrand eingefüllt und abgesaugt. 
Als Positivkontrolle und Referenzmaterial wurde Polypropylen mit untersucht. 
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4.2.10. indirekte Immunfluoreszenz und Fluoreszenzmethodik 
 
indirekte Immunfluoreszenz: 
 
Die Kammer wird, wie oben beschrieben, mit zwei Ronden jeder Probe bestückt: 
 
1. Folien mit 2 ml physiologischer Kochsalzlösung 60 Minuten bei 37°C inkubieren 
und in dieser Zeit die Lösung dreimal wechseln. 
2. In jede Vertiefung der Kammer 0,8 ml Thrombozytensuspension pipettieren und 
die Kammer zur Inkubation 30 Minuten in den Brutschrank setzen (44). 
3. Überstand Absaugen und jede Probe dreimal mit 1 ml PBS waschen. 
4. Zu jeder Probe der Kammer 1 ml Paraformaldehyd 0,5% zur Fixation zugeben 
und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. 
5. Überstand Absaugen und jede Probe dreimal mit 1 ml PBS waschen. 
6. 0,8 ml der primären Antikörperlösung jeder Probe zugeben und die Kammer zur 
Inkubation 60 Minuten in den Brutschrank setzen. 
7. Überstand Absaugen und jede Probe dreimal mit 1 ml PBS waschen. 
8. Zu jeder Probe 0,8 ml der sekundären Antikörperlösung zugeben und 30 Minuten 
im Brutschrank inkubieren. 
9. Überstand Absaugen und jede Probe dreimal mit 1 ml PBS waschen. 
10. Proben mittels Pinzette entnehmen, auf einem Glasobjektträger positionieren, mit 
einem Tropfen Fluorescent Mounting Medium benetzen und eindeckeln. 
 
Die auf den Proben adhärenten Thrombozyten werden mittels 
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. 
 
Fluoreszenzmethodik: 
 
Im Allgemeinen werden bei Fluoreszenzmethoden mit fluoreszierenden Farbstoffen 
gekoppelte Antikörper eingesetzt. Im Rahmen der direkten Immunfluoreszenz färben 
diese direkt das entsprechend kompatible Antigen. Bei der sekundären 
Immunfluoreszenz wird ein Antigen durch einen sogenannten Primärantikörper 
detektiert und anschließend durch einen entsprechend markierten, also 
  
 
50 
fluoreszierenden Sekundärantikörper angefärbt. Die im Rahmen dieser Arbeit 
eingesetzten Primär- und Sekundärantikörper sind oben aufgeführt. 
 
4.2.11. Datenanalyse 
 
Alle Werte sind als Mittelwert ± SD dargestellt, deren statistische Signifikanz mit Hilfe 
des Student's t-test untersucht wurde.
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5. Ergebnisse 
 
5.1. Thrombozytenisolierung: 
 
5.1.1. Isolierung unstimulierter Thrombozyten aus humanem Vollblut 
 
Die Isolation humaner Thrombozyten aus Spenderblut erfordert ein hohes Maß an 
Standardisierung, um eine vollständige und reproduzierbare Thrombozytenfunktion 
und -morphologie zu erhalten. Somit wurde das Extraktionsschema streng 
eingehalten. Darüber hinaus wurden folgende Kriterien für die Spenderauswahl 
formuliert: Gesunde Spender, in gutem Allgemeinzustand, ohne 
Medikamentenanamnese in den letzten 14 Tagen. Insbesondere die Einnahme von 
thrombozytenaggregationshemmenden Medikamenten wie Acetylsalicylsäure als 
Kontraindikation für eine Thrombozytenspende sei hier erwähnt. 
Trotzdem bleiben letzte Unwägbarkeiten, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
keine Berücksichtigung finden konnten: Rauchen, starke körperliche Anstrengung, 
Hormonhaushalt sowie zeitlicher Abstand von Nahrungsaufnahme und Spende und 
das Ernährungsverhalten im Allgemeinen können Einfluß auf Thrombozytenfunktion 
und -morphologie nehmen (35). Abbildung 6 zeigt die Morphologie isolierter 
Thrombozyten aus frischem Vollblut. Unter Berücksichtigung der oben genannten 
Kriterien gelang die Isolierung einer reinen Thrombozytenpopulation, die bis zu 90%-
95% aus diskoiden Plättchen bestand. 
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Abb. 6: Morphologie isolierter humaner Thrombozyten aus frischem 
Vollblut. Die DIC-Fotografie zeigt, daß aus frischem Vollblut isolierte 
Thrombozyten ihre diskoide Morphologie beibehalten. 
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5.1.2. Isolierung von Thrombozyten aus Thrombozytenkonzentraten 
 
Die Isolierung von Plättchen aus Thrombozytenkonzentraten wurde unter 
Berücksichtigung der oben genannten Kriterien durchgeführt. Zusätzlich spielt hier 
die Aufarbeitung des Thrombozytenkonzentrates eine wichtige Rolle, sowie die 
Lagerzeit nach Herstellung des Thrombozytenkonzentrates. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden ausschließlich höchstens 2 Tage alte Thrombozytenkonzentrate 
verwendet. Die mit Hilfe der DIC Technik untersuchte Morphologie isolierter 
Thrombozyten war vergleichbar mit der isolierter Thrombozyten aus frischem Vollblut 
(nicht gezeigt). 
Die Reinheit der jeweils isolierten Thrombozytensuspensionen wurde im Coulter 
Counter überprüft. Abbildung 7 zeigt das Ergebnis einer repräsentativen 
Thrombozytenzählung im Coulter Counter. Die Verunreinigung mit Erythrozyten und 
Leukozyten im Bereich der oben erwähnten, angestrebten Verdünnungen können bis 
unter die Nachweisgrenze am Coulter gesenkt werden (siehe Abbildung 7). Im 
einzelnen waren in der unten abgebildeten Coulterdarstellung eines verwendeten 
Thrombozytenkonzentrates Leukozyten/Monozyten nicht nachweisbar, Erythrozyten 
nicht nachweisbar und die Thrombozytenkonzentration in der Abbildung beträgt 
119.000 Thrombozyten/µl. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die isolierten 
Thrombozyten auf Konzentrationen von 1-3 x 109 ml eingestellt. Mit diesen 
Konzentrationen bewegt man sich also im Bereich der physiologischen 
Thrombozytenkonzentration des Blutbilds. Darüber hinaus erzielt man in diesem 
Bereich einerseits eine ausreichende Dichte an Thrombozyten auf dem 
Probematerial, andererseits kommt es noch nicht zu störenden Überlagerungen, die 
bei höher konzentrierten Thrombozytensuspensionen die Auswertung erschweren 
bzw. unmöglich machen. 
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Abb. 7: Coulterzählung isolierter Thrombozyten. 
 
  
 
55 
5.2. Erythrozytenisolierung: 
 
Isolierung vitaler Erythrozyten aus humanem Vollblut 
 
Aufgrund der unverkennbaren Unterschiede in Morphologie und Größe zwischen 
Thrombozyten einerseits und Erythrozyten und Leukozyten/Monozyten andererseits, 
können die kontaminierenden Zellen leicht von Erythrozyten unterschieden werden, 
somit wurde eine minimale Kontamination der Erythrozyten akzeptiert. Abbildung 8 
zeigt eine repräsentative Coulterzählung isolierter Erythrozyten. Es fanden sich 
folgende Zellzahlkonzentrationen: 100 Leukozyten/Monozyten/µl, 130 
Erythrozyten/µl, Thrombozyten waren in den meisten Präparationen nicht 
nachweisbar. 
 
 
 
 
Abb. 8: Coulterzählung isolierter Erythrozyten. 
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5.3. Monozytenisolierung: 
 
Isolierung mononukleärer Zellen aus humanem Vollblut 
 
Mit Hilfe von NycoPrep 1.077 gelang die Isolation einer homogenen 
mononukleären Zellfraktion aus frischem, humanem Vollblut. Auch hier war keine 
Thrombozyten- und/oder Erythrozytenkontamination nachzuweisen. Abbildung 9 
zeigt eine repräsentative Coulterzählung isolierter Monocyten. Es fanden sich 
folgende Zellzahlkonzentrationen: 1000 Leukozyten/Monozyten/µl, Erythrozyten und 
Thrombozyten waren nicht nachweisbar. 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Coulterzählung isolierter Leukozyten/Monozyten. 
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5.4. Herstellung polyklonaler IgY-Antikörper gegen humane Thrombozyten: 
Immunisierung der Hühner und Isolierung von IgY-Antikörpern aus dem 
Hühnereigelb 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Antikörper in Hühnern 1) gegen ein humanes 
Thrombozytenlysat ruhender Thrombozyten und 2) gegen intakte, humane nicht 
stimulierte Thrombozyten produziert. Es wurde erwartet, daß die Injektion eines 
Thrombozytenlysats zu einer Gruppe von „Huhn-Anti-Thrombozyten-Antikörpern„ 
führt, die gegen eine Vielzahl extrazellulärer und intrazellulärer Proteine gerichtet ist. 
Die Injektion ruhender, intakter Thrombozyten sollte nur Huhn-Anti-Thrombozyten-
Antikörper ergeben, die gegen an der Thrombozytenoberfläche lokalisierte Antigene 
gerichtet sind. Alle weiteren im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fragen werden 
jeweils mit beiden IgY-Antikörpern untersucht.  
6 Wochen nach der ersten Immunisierung der Hühner und ca. 2 Wochen nach der 
erneuten Booster-Injektion konnten die gebildeten Antikörper nachgewiesen werden 
(Abbildung 10). Die isolierte Menge der Antikörper ist in allen drei Isolationen, 
zumindest anhand der Western Blots, vergleichbar. 
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Abb. 10: Nachweis isolierter IgY-Antikörper. Verdünnungen der 
aufgetragenen Hühner-Antikörper: 1 (1:2), 2 (1:10), 3 (1:100). 
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5.5. Spezifität der isolierten IgY- Antikörper: 
 
Die Spezifität der hergestellten Antikörper wurde mit Hilfe von 1) Western Blot und 2) 
Immunfluoreszenz untersucht. Frisch isolierte humane Thrombozyten, Leukozyten 
und Erythrozyten wurden lysiert, die unterschiedlichen Lysate mit Hilfe von SDS-
PAGE getrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Die verwendete 
Verdünung von 1 : 250 der isolierten IgY-Antikörper gegen intakte und lysierte 
Thrombozyten, zeigte ein gutes Signal im Western Blot. Niedrigere 
Antikörperverdünnungen zeigten ein nur schwaches Signal bei gleicher 
Proteinmenge (nicht gezeigt). Abbildung 11 zeigt einen repräsentativen Western Blot. 
Ein humanes Thrombozytenlysat und ein humanes Leukozytenlysat wurden mit Hilfe 
von SDS-PAGE getrennt und anschließend mit IgY-AK gegen intakte oder lysierte 
Thrombozyten geblottet. IgY-Antikörper gegen intakte Thrombozyten und 
Thrombozytenlysat zeigen vergleichbare Qualitäten im Westernblot. IgY-Antikörper 
gegen intakte Thrombozyten zeigen ein erkennbares Bandenmuster im 
Thrombozytenlysat im Bereich des Molekulargewichtes von ~177 - 55 kDa. Die 
isolierten IgY-Antikörper  gegen Thrombozytenlysat zeigten ein vergleichbares  
Bandenmuster im Thrombozytenlysat mit einem Molekulargewicht von ~ 180 - 55 
kDa. Beide Antikörper ergaben kein Signal im Western Blot des Leukozyten- und 
Erythrozytenlysates unter Verwendung der oben angegebenen 
Antikörperverdünnung. 
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Abb. 11: IgY-AK gegen intakte Thrombozyten und Thrombozytenlysat 
zeigen unterschiedliche Qualitäten im Westernblot. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die produzierten Antikörper vor allem in der 
Fluoreszenz-Immunhistologie angewendet werden. Die Fähigkeit, die auf 
unterschiedlichen Polymeren adhärenten Thrombozyten unter Anwendung einer 
optimalen Fixierung anzufärben, spielt eine entscheidende Rolle. Da im weiteren 
Verlauf der Studie die Polymere als intrakoronarer Stent verarbeitet werden sollten, 
werden diese Polymere unwillkürlich mit Vollblut in Kontakt treten. Dies hat zur Folge, 
daß nicht nur Thrombozyten sondern auch Blutzellen wie Leukozyten oder, wenn 
auch weniger wahrscheinlich, Erythrozyten an den Polymeren adhärieren werden. 
Somit ist die Frage der Spezifität der hergestellten IgY-Antikörper, Thrombozyten 
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spezifisch zu erkennen, interessant und wichtig. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
somit isolierte humane Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten unterschiedlich 
fixiert (eisgekühltes Methanol, 5% Formaldehyd sowie Paraformaldehyd 2% und 
0,5%) und anschließend mit den isolierten IgY-Antikörpern und einem Fluoreszenz-
gekoppelten sekundären Antikörper (FITC-rabbit anti-chicken) angefärbt. Die 
folgenden Abbildungen 12 A und B zeigen repräsentative Färbungen von mit 0.5% 
Paraformaldehyd/DBS fixierten, unstimulierten und Thrombin aktivierten 
Thrombozyten sowie Leukozyten. Da die isolierten Erythrozyten keine Färbung 
aufwiesen, sind die Ergebnisse hier nicht dargestellt. 
Abbildung 12 A zeigt unstimulierte und Thrombin aktivierte Thrombozyten sowie 
isolierte Leukozyten, die mit den hergestellten IgY-Antikörpern gegen intakte 
Thrombozyten  sowie einem sekundären FITC-gekoppelten Kaninchen anti-Huhn-
Antikörper gefärbt (grün) angefärbt wurden. Unstimulierte Thrombozyten zeigen ein 
diffuses bis granuläres Färbemuster, aktivierte Thrombozyten zeigen hingegen meist 
eine periphere Anfärbung. Die mit EtBr gegengefärbten Leukozyten zeigen eine 
deutliche Färbung des Zellkerns, wohingegen das Zytoplasma frei von einer Färbung 
ist. Die kontaminierenden Thrombozyten, die zum Teil rosettenförmig um die 
Leukozyten angeordnet, zeigen eine kräftige grüne Färbung. 
Abbildung 12 B zeigt ebenso unstimulierte und Thrombin aktivierte Thrombozyten 
sowie isolierte Leukozyten, die mit den hergestellten IgY-Antikörpern gegen lysierte 
Thrombozyten, sowie einem sekundären FITC-gekoppelten Kaninchen anti-Huhn-
Antikörper, angefärbt wurden. Das Färbemuster unstimulierter Thrombozyten ist dem 
in Abbildung 12 A gezeigtem sehr ähnlich. Aktivierte Thrombozyten zeigen meist 
eine Anfärbung der Zellperipherie, wobei jedoch das Zytoplasma nie ganz frei von 
einer Anfärbung ist . Das Zytoplasma der Leukozyten ist frei von einer Färbung. Die 
kontaminierenden Thrombozyten, die zum Teil rosettenförmig um die Leukozyten 
angeordnet sind, zeigen hingegen eine kräftige Färbung. 
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Abb. 12 A: Immunhistologische Färbung unstimulierter und aktivierter 
Thrombozyten, sowie humaner Leukozyten mit IgY-AK gegen 
intakte Thrombozyten. 
Vergrößerung der Thrombozyten: 1.000x 
Vergrößerung der Leukozyten: 400x 
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Abb. 12 B: Immunhistologische Färbung unstimulierter und aktivierter 
Thrombozyten, sowie humaner Leukozyten mit IgY-AK gegen 
lysierte Thrombozyten. 
Vergrößerung 400x 
 
Die hergestellten Antikörper wurden des weiteren an isolierten, humanen glatten 
Muskelzellen und an histologischen Dünnschnittpräparaten der A. carotis vom 
Schwein getestet. 
Abbildung 13 zeigt isolierte humane, glatte Muskelzellen in Zellkultur. Beide IgY-
Antikörper gegen intakte bzw. lysierte Thrombozyten ergaben eine nur schwache, 
diffuse und eher als unspezifisch einzustufende Färbung, die vergleichbar ist mit der 
des sekundären Antikörpers alleine (nicht gezeigt).  
Abbildung 14 zeigt das histologische Dünnschnittpräparat einer A. carotis vom 
Schwein, das mit dem Huhn-anti-Thrombozytenlysat Antikörper angefärbt wurde. Die 
Mediazellen der Carotis sind frei von einer spezifischen Färbung. Gleiche Ergebnisse 
ergab die Färbung mit dem Huhn-anti-intakte-Thrombozyten Antikörper. 
Das Carotisgewebe und die glatten Muskelzellen wurden mit 0.5% Paraformaldehyd 
fixiert. 
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Abb. 13: Immunhistologische Färbung isolierter humaner glatter 
Muskelzellen. 
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Abb. 14: Immunhistologische Färbung einer A. carotis (Schwein) mit IgY-
Antikörpern gegen lysierte Thrombozyten. 
Vergrößerung 400x 
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5.6. Entwicklung eines geeigneten Fixationsverfahrens zur Detektion der 
Thrombozyten auf ausgesuchten Kunststoffmaterialien mittels der 
hergestellten Antikörper: 
 
Im Rahmen dieser Arbeit soll eine Charakterisierung verschiedener Biomaterialien 
(HEMA, Cuprophan, PDLLA, Polypropylen) hinsichtlich ihrer Hämokompatibilität 
erfolgen. Als Indikator hierfür wird die Thrombozytenadhäsion und –aktivierung 
herangezogen. Das hier gewählte Verfahren zur Darstellung der zu untersuchenden 
Charakteristika der an Polymeren adhärenten Thrombozyten ist die 
Immunfluoreszenz. Die Wahl eines geeigneten Fixationverfahrens ist von besonderer 
Bedeutung. Grundsätzlich geeignete Fixationsverfahren im Rahmen der 
Immunfluoreszenz sind vor allem Alkoholgemische sowie Aldehyde (32). Eine 
Ausnahme bildet hier das Glutaraldehyd, welches aufgrund der vorhandenen 
Eigenfluoreszenz für die vorliegenden Versuchsansätze ausscheidet (20).  
Wie oben beschrieben sollen im Rahmen dieser Arbeit die Materialien Polypropylen, 
Cuprophan, PDLLA und PDLLA/HEMA auf ihre Hämokompatibilität untersucht und 
beurteilt werden. Als Positivkontrolle für maximale Thrombozytenadhäsion dienten an 
Glas adhärente Thrombozyten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende 
Fixierungen angewendet und untersucht: eisgekühltes Methanol, 5% Formaldehyd  
sowie 0,5% und 2% Paraformaldehyd (siehe Tabelle 1). Versuchsansätze ohne ein 
spezielles Fixationsgemisch brachten kein befriedigendes Ergebnis, da im Laufe der 
verschiedenen Waschschritte die adhärenten Thrombozyten komplett abgespült 
worden sind (nicht gezeigt). Im Rahmen der Verfahrensentwicklung zur Beurteilung 
der Hämokompatibilität von Polymeren wurden adhärente Thrombozyten, wie oben 
angegeben mit den unterschiedlichen Verfahren fixiert und anschließend mit dem 
monoklonalen Maus-anti-CD 41 Antikörper der Firma DAKO sowie mit polyklonalen 
Huhn-anti nicht lysierte- und Huhn-anti lysierte Thrombozyten Primärantikörpern 
untersucht. Der Maus-anti-CD 41 Antikörper diente als Referenzantikörper bei der 
Thrombozytendetektion. Die Beurteilung adhärenter Thrombozyten erfolgte mit Hilfe 
von Immunfluoreszenz in 400-facher und in 1.000-facher Vergrößerung. Tabelle 1 
zeigt schematisch die Versuchsansätze dieser Untersuchungen: 
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Tabelle 1: Biomaterialuntersuchungen zur Auswahl eines optimalen 
Fixationsverfahrens: 
 
 
 
 Material Polypropylen Cuprophan PDLLA PDLLA/ 
HEMA 
Glas 
  Fixierung ohne PF ME ohne PF ME F PF F PF PF ME 
Antikörper Vergr.              
CD 41 400              
 1000              
int. Thr. 400              
 1000              
Thrombolysat 400              
 1000              
 
Erläuterungen zur Tabelle:  ohne:  keine Fixierung 
     PF:  Paraformaldehyd 2% und 0,5% 
     ME:  eisgekühltes Methanol 
     F:  Formaldehyd 5% 
 
Im Rahmen der Versuchsanordnung zur Ermittlung der optimalen Fixierung wurden 
vor allem folgende Kriterien berücksichtigt: 1) Konservierung der adhärenten 
Thrombozyten auf dem Probenmaterial, 2) Färbeeigenschaften der detektierten 
Thrombozyten. 
Bei der Etablierung eines geeigneten Fixationsverfahrens wurden die besten 
Ergebnisse mit der Fixans Paraformaldehyd 0,5% erzielt. 
Sowohl hinsichtlich der späteren Färbeeigenschaften, als auch was die 
Konservierung der Zelladhäsion an den Kunststoffoberflächen betrifft, sind hier 
deutliche Vorteile gegenüber den anderen Fixationsverfahren zu erkennen. 
So erwies sich die Methanolfixierung bei den PDLLA und HEMA Ansätzen als 
unzureichend, da große Teile der adhärenten Zellen hierbei durch die 
Waschvorgänge wieder abgespült wurden (nicht gezeigt). Bei der Formalinfixierung 
waren die HEMA Ansätze untauglich (nicht gezeigt), während die Fixierung der 
anderen Materialien im Ergebnis weitestgehend den mit Paraformaldehyd 0,5% 
fixierten Ansätzen entsprach. Paraformaldehyd 0,5% wird so als geeignetes Fixans 
  
 
68 
ausgewählt wird, da hier die besten Ergebnisse bezüglich der oben formulierten 
Ansprüche an das verwendete Fixans erzielt werden konnten. Darüber hinaus gelang 
mit Paraformaldehyd 0,5% die gleichmäßigste Fixierung im Vergleich aller 
Probematerialien untereinander (nicht dargestellt). 
 
5.7. Hämokompatibilitätsuntersuchungen ausgewählter Kunststoffe mit Hilfe 
der entwickelten Antikörper: 
 
Nachdem das optimale Fixationsverfahren gewählt wurde, wurden die 
entsprechenden Hämokompatibilitätsuntersuchungen der Polymere durchgeführt. 
Tabelle 2 faßt schematisch die Versuchsansätze zusammen. Die beschriebenen vier 
Kunststoffe wurden mit zunächst mit frisch isolierten humanen Thrombozyten 
inkubiert und die adhärenten Thrombozyten mit Hilfe von Fluoreszenz-
Immunhistologischer Färbungen vergleichend mit den hergestellten Huhn-Anti-
Thrombozyten-Antikörpern und dem kommerziell erhältlichen Maus anti-CD 41 
Antikörper untersucht. Die Fixierung wurde wie oben beschrieben mit 0,5% 
Paraformaldehyd vorgenommen.  
 
Tabelle 2: Biomaterialuntersuchungen zur Hämokompatibilitätstestung der 
Polymere 
 
  Material Polypropylen Cuprophan PDLLA PDLLA/HEMA 
  Fixierung 0,5% PF 0,5% PF 0,5% PF 0,5% PF 
Antikörper Vergr. Ansatz 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
CD 41 400              
 1000              
int. Thr. 400              
 1000              
US Thr. 400              
 1000              
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Pro Versuchsansatz wurden drei unabhängige Versuche durchgeführt und 
anschließend unter Anwendung der Exel Software analysiert und mit dem Student-t 
Test auf statistische Signifikanz beurteilt. Die anschließende Analyse erfolgte, wie 
jeweils den Tabellen zu entnehmen, bei einer 400fachen Vergrößerung der 
Präparate. Bei dieser Vergrößerung wird die Größe eines untersuchten Feldes mit 
13.303,7 µm2 berechnet. 
Beurteilt werden 1) Gesamtzahl der detektierten Thrombozyten im 
Untersuchungsfeld (13.303,7 µm2), 2) Gesamtfläche der detektierten Thrombozyten 
im Untersuchungsfeld (13.303,7 µm2), 3) Anzahl der adhärenten Thrombozyten auf 
dem jeweiligen Biomaterial/cm² Materialoberfläche (Gesamtzahl der detektierten 
Thrombozyten im Untersuchungsfeld (13.303,7 µm2) / 13.303,7 x 1x108 = Anzahl der 
adhärenten Thrombozyten/cm² Materialoberfläche), 4)Thrombozytenverteilung 
innerhalb der fünf Aktivierungsgrade nach Goodmann. 
Hierzu wurden die Thrombozyten im Rahmen der Auswertung dieser Arbeit in fünf 
Gruppen bezüglich ihrer Flächenausbreitung eingeteilt:  
  
Stufe 1: <5 µm2 
  Stufe 2: 5-15 µm2 
  Stufe 3: 15-35 µm2 
  Stufe 4: 35-45 µm2 
  Stufe 5: >45 µm2 
 
Diese Einteilung bedeutet, daß je größer die Anzahl adhärenter Thrombozyten und 
ihrer Ausbreitungsfläche ist, desto weniger ist ein Polymer als "hämokompatibel„ 
anzusehen. 
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5.8. Probencharakteristik der untersuchten Biomaterialien: 
 
5.8.1. Vergleich der Anzahl adhärenter Thrombozyten auf unterschiedlichen 
Polymeren nach Immunhistologie mit dem Maus anti-CD41 Antikörper, 
Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper und Huhn anti-
Thrombozytenlysat Antikörper 
  
Abbildung 15 zeigt den Vergleich der Anzahl adhärenter Thrombozyten auf 
unterschiedlichen Polymeren. Die Polymere Polypropylen (PP), Cuprophan (CP), 
PDLLA und PDLLA/HEMA wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit 
Thrombozyten beschichtet und adhärente Thrombozyten mit den unterschiedlichen 
Antikörpern immunhistologisch untersucht. Die Anzahl der an Polypropylen 
adhärenten Thrombozyten wurde als 100% festgelegt und die erhaltenen Ergebnisse 
für den jeweiligen Antikörper für die drei anderen Polymere hiermit verglichen. 
Abbildung 15 A zeigt, daß die Anzahl der an CP adhärenten Thrombozyten bei der 
Untersuchung mit dem Maus anti-CD41 AK drastisch reduziert ist (22.9 % ± 1.51), 
wobei sich die Anzahl adhärenter Thrombozyten an PDLLA (16.13% ± 2.34) und 
PDLLA/HEMA (12.23 ± 3.74) nochmals reduziert. Die Anzahl der Thrombozyten auf 
CP gemessen mit dem Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper ergab 11.9 % ± 
3.16 und mit dem Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper 17.7 ± 1.1, somit 
unterschied sich die Anzahl adhärenter Thrombozyten nicht signifikant von der 
gemessen mit dem Referenzantikörper anti-CD41. Vergleicht man hiermit die 
Ergebnisse der Untersuchung mit dem Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper 
und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper, erhält man signifikante Unterschiede in 
der Anzahl adhärenter Thrombozyten auf den Materialien PDLLA und PDLLA/HEMA. 
Die Anzahl adhärenter Thrombozyten bestimmt mit dem Huhn anti-ruhende 
Thrombozyten Antikörper ergab 55.83 % ± 7.51auf PDLLA und 26.0 ± 7.62 auf 
PDLLA/HEMA und mit dem Huhn anti-Thrombozytenlysat-AK 61.66 ± 3.21 auf 
PDLLA und 34.3 ± 8.8 auf PDLLA/HEMA (Abbildung 15 B und C). 
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Abb. 15: Vergleich der Anzahl adhärenter Thrombozyten auf 
unterschiedlichen Polymeren nach Immunhistologie mit dem Maus 
anti-CD41 Antikörper (A), Huhn anti-ruhende Thrombozyten 
Antikörper (B) und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper (C). 
Daten von 3 Experimenten sind gezeigt als Mitelwert ± SEM (* p<0.01). 
 
5.8.2. Vergleich der Gesamtoberfläche adhärenter Thrombozyten auf 
unterschiedlichen Polymeren nach Immunhistologie mit dem Maus anti-
CD41 Antikörper, Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper und Huhn 
anti-Thrombozytenlysat Antikörper 
 
Abbildung 16 zeigt den Vergleich der Gesamtoberfläche adhärenter Thrombozyten 
auf unterschiedlichen Polymeren. Die Polymere Polypropylen (PP), Cuprophan (CP), 
PDLLA und PDLLA/HEMA wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit 
Thrombozyten beschichtet und adhärente Thrombozyten mit den unterschiedlichen 
Antikörpern immunhistologisch untersucht. Die Gesamtoberfläche der an 
Polypropylen adhärenten Thrombozyten wurde als 100% festgelegt und die 
erhaltenen Ergebnisse für den jeweiligen Antikörper mit den Ergebnissen für die drei 
anderen Polymere hiermit verglichen. Abbildung 16 A zeigt, daß auch die 
Gesamtoberfläche der an CP adhärenten Thrombozyten im Vergleich zum PP sich 
um ca. 75 % auf 24.2 % ± 2.65 reduzierte. Vergleicht man hiermit die Ergebnisse der 
Untersuchung mit dem Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper und Huhn anti-
Thrombozytenlysat Antikörper, erhält man eine um 50 % niedriger gemessene 
Gesamtoberfläche: Die Anzahl der Thrombozyten auf CP gemessen mit dem Huhn 
anti-ruhende Thrombozyten Antikörper ergab 11% ± 3.1 und mit dem Huhn anti-
Thrombozytenlysat Antikörper 11.97 ± 1.21. Vergleicht man die gemessenen 
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Gesamtoberflächen auf den Polymeren PDLLA und PDLLA/HEMA ergeben sich 
keine signifikanten Unterschiede. Die mit dem Referenzantikörper anti CD41 
gemessenen Oberflächen waren 62.6 ± 9.61 auf PDLLA und 31.13 ± 8.8 auf 
PDLLA/HEMA. Die Gesamtoberfläche der Thrombozyten auf PDLLA gemessen mit 
dem Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper ergab 77.34 % ± 6.42 und 22.75 ± 
5.2 auf PDLLA/HEMA und mit dem Huhn anti-Thrombozytenlysat-AK 70.8 ± 7.6 auf 
PDLLA und 21.9 ± 6.5 auf PDLLA/HEMA. Somit waren die Unterschiede verglichen 
mit den Messungen des Referenzantikörpers nicht signifikant. 
 
 
Abb. 16: Vergleich der Gesamtoberfläche adhärenter Thrombozyten auf 
unterschiedlichen Polymeren nach Immunhistologie mit dem Maus 
anti-CD41 Antikörper (A), Huhn anti-ruhende Thrombozyten 
Antikörper (B) und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper (C). 
Daten von 3 Experimenten sind gezeigt als Mitelwert ± SEM (* p<0.01). 
 
5.8.3. Vergleich der Gesamtanzahl adhärenter Thrombozyten auf 
unterschiedlichen Polymeren pro cm² Biomaterialoberfläche nach 
Immunhistologie mit dem Maus anti-CD41 Antikörper, Huhn anti-ruhende 
Thrombozyten Antikörper und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper 
 
Abbildung 17 zeigt den Vergleich der Gesamtanzahl adhärenter Thrombozyten pro 
cm² Biomaterialoberfläche auf unterschiedlichen Polymeren. Die Polymere 
Polypropylen (PP), Cuprophan (CP), PDLLA und PDLLA/HEMA wurden wie in 
Material und Methoden beschrieben mit Thrombozyten beschichtet und adhärente 
Thrombozyten mit den unterschiedlichen Antikörpern immunhistologisch untersucht. 
Die Gesamtanzahl der pro cm² Materialoberfläche an Polypropylen adhärenten 
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Thrombozyten wurde für den jeweilgen Antikörper als 100% festgelegt und die 
erhaltenen Ergebnisse für den jeweiligen Antikörper mit den Ergebnissen für die drei 
anderen Polymere verglichen. Abbildung 17 A zeigt, daß auch die Anzahl der an CP 
adhärenten Thrombozyten pro cm2 im Vergleich zum PP sich um ca. 77 % auf 23.07 
% ± 1.51 reduzierte. Die Anzahl adhärenter Thrombozyten auf PDLLA gemessen mit 
dem CD41 AK betrug nur 16.27 ± 2.35 und auf PDLLA/HEMA nur 12.27 ± 3.8 
Prozent. Vergleicht man hiermit die Ergebnisse der Untersuchung mit dem Huhn 
anti-ruhende Thrombozyten Antikörper und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper, 
erhält man eine um nur ~ 50 % niedrigere Anzahl adhärenter Thrombozyten pro cm2 
auf PDLLA im Vergleich zu PP (52.77 ± 7.48 Prozent). Die Anzahl der auf 
PDLLA/HEMA adhärenten Thrombozyten betrug 25.97 ± 7.64 Prozent. Die 
Thrombozytenadhäsion war somit auf PDLLA/HEMA um ~75% reduziert. Gemessen 
mit dem und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper ergeben sich folgende Zahlen : 
61.7% ± 3.25 % auf PDLLA und 34.27 ± 18.8 auf PDLLA/HEMA. Auf CP waren für 
alle drei Antikörper die Ergebnisse vergleichbar. 
 
 
Abb. 17: Vergleich der Anzahl adhärenter Thrombozyten/cm² auf 
unterschiedlichen Polymeren nach Immunhistologie mit dem Maus 
anti-CD41 Antikörper (A), Huhn anti-ruhende Thrombozyten 
Antikörper (B) und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper (C). 
Daten von 3 Experimenten sind gezeigt als Mitelwert ± SEM (* p<0.01). 
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5.8.4 Einteilung der Ausbreitungsverteilung adhärenter Thrombozyten in µm2 
auf Polypropylen, Cuprophan, PDLLA, PDLLA – HEMA nach Goodmann: 
Vergleichende Untersuchung mit dem Maus anti-CD41 Antikörper, Huhn 
anti-ruhende Thrombozyten Antikörper und Huhn anti-
Thrombozytenlysat Antikörper 
 
Abbildung 18 zeigt im Vergleich die Ausbreitungsgröße adhärenter Thrombozyten in 
µm2 auf unterschiedlichen Polymeren. Die Polymere Polypropylen (A), Cuprophan 
(B), PDLLA (C) und PDLLA/HEMA (D) wurden, wie in Material und Methoden 
beschrieben, mit Thrombozyten beschichtet und adhärente Thrombozyten mit den 
unterschiedlichen Antikörpern immunhistologisch untersucht. 
Immunhistologie wurde mit dem Maus anti-CD41 Antikörper, Huhn anti-ruhende 
Thrombozyten Antikörper und Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper durchgeführt 
und die Anzahl adhärenten Thrombozyten für den jeweiligen Antikörper als 100% 
festgelegt. Die Ausbreitungsgröße der Thrombozyten wurde gemessen und die 
Thrombozyten anhand dieser kategorisiert. Die Ausbreitungsflächeneinteilung 
adhärenter Thrombozyten entsprach der Einteilung nach Goodmann (<5 µm2, 5-15 
µm2, 15-35 µm2, 35-45 µm2 und > 45 µm2). Die Anzahl der Thrombozyten in einer 
Größenkategorie sind als % der Gesamtanzahl adhärenter Thrombozyten je 
Antikörper dargestellt. 
Abbildung 18 A und Tabelle 3 zeigen die Zusammenfassung der erhaltenen 
Ergebnisse auf Polypropylen. 
Abbildung 18 B und Tabelle 4 zeigen die Zusammenfassung der erhaltenen 
Ergebnisse auf Cuprophan. Vergleicht man hier die mit den Huhn-Antikörpern 
ermittelte Verteilung mit den Ergebnissen der Messungen mit dem 
Referenzantikörper CD 41, so findet sich bei den Ergebnissen mit den Huhn-
Antikörpern eine leichte Verschiebung der ermittelten Werte in die nächst höhere 
Stufeneinteilung nach Goodmann. Hierbei ist bemerkenswert, daß sich 0 % der mit 
dem CD41-Ak gemessenen Thrombozyten im Bereich 35-45 µm2 befanden. 
Abbildung 18 C und Tabelle 5 zeigen die Zusammenfassung der erhaltenen 
Ergebnisse auf PDLLA. Die Resultate mit den beiden Huhn-AK sind hier 
bemerkenswert gleich ausgefallen und würden das Material um einen Grad 
herunterstufen in der Goodmann Skala. Dies würde bedeuten, daß das Material 
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weniger thrombogen ist als die Resultate des Referenzantikörpers CD 41 es 
vermuten lassen. 
Abbildung 18 D und Tabelle 6 zeigen die Zusammenfassung der erhaltenen 
Ergebnisse auf PDLLA/HEMA. Die Verteilung der erhaltenen Ergebnisse mit den 
beiden Huhn-AK und dem Referenzantikörper sind für das Material PDLLA/HEMA 
relativ ähnlich, bis auf die hohe Prozentzahl von ~22 für den Bereich >45 µm² für den 
CD41-AK. 
Bemerkenswert ist weiterhin, daß die Gesamtzahlen der adhärenten Thrombozyten 
auf Polypropylen und Cuprophan jeweils höher waren, wenn gemessen mit dem 
CD41 AK. Im Gegensatz hierzu waren die Thrombozytenzahlen höher auf PDLLA 
und PDLLA/HEMA wenn gemessen mit den beiden Huhn AK. 
 
Abb. 18: Vergleich der Ausbreitungsgröße adhärenter Thrombozyten in µm² 
auf unterschiedlichen Polymeren. 
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Tabelle 3: Ausbreitungsverteilung der Thrombozyten auf Polypropylen 
 
Anzahl adhärenter Thrombozyten 
 
Ausbreitungsfläche 
in µm2 
CD41-Antikörper Anti-ruhende 
Thrombozyten 
Anti-
Thrombozytenlysat 
5 20 (6.2 %) 4 (1.9 %) 5.33 (2.9 %) 
5-15 218.3 (67.9 %) 60.3 (28.6 %) 35.67 (19.7 %) 
15-35 73.3 (22.8 %) 99.3 (47.0 %) 85.0 (47 %) 
35-45 7.33 (2.3 %) 32.67 (15.5 %) 37.0 (20.4 %) 
45 2.67 (0.8 %) 14.67 (6.9 %) 18.0 (9.9 %) 
Gesamtzahl 321.7 (100 %) 211 (100 %) 181 (100 %) 
  
 
 
Tabelle 4: Ausbreitungsverteilung der Thrombozyten auf Cuprophan 
 
Anzahl adhärenter Thrombozyten 
 
Ausbreitungsfläche 
in µm2 
CD41-Antikörper Anti-ruhende 
Thrombozyten 
Anti-
Thrombozytenlysat 
5 2.67 (3.6 %) 0 (0 %) 0.67 (0.2 %) 
5-15 48.3 (65 %) 5.33 (21.1 %) 11.33 (35 %) 
15-35 23.3 (31.4 %) 17 (67.2 %) 16.0 (50 %) 
35-45 0 (0 %) 2.67 (10.6 %) 4.0 (12.5 %) 
45 0 (0 %) 0.33 (1.3 %) 0 (0 %) 
Gesamtzahl 74.3 (100 %) 25.33 (100 %) 32 (100 %) 
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Tabelle 5: Ausbreitungsverteilung der Thrombozyten auf PDLLA 
 
Anzahl adhärenter Thrombozyten 
 
Ausbreitungsfläche 
in µm2 
CD41-Antikörper Anti-ruhende 
Thrombozyten 
Anti-
Thrombozytenlysat 
5 0 (0 %) 1.0 (0.9 %) 0.33 (0.3 %) 
5-15 10.0 (19.1 %) 11.67 (10.4 %) 14.33 (12.8 %) 
15-35 13.33 (25.5 %) 46 (46.2 %) 53.33 (47.7 %) 
35-45 9.0 (17.2 %) 25.0 (22.4 %) 29.33 (26.3 %) 
45 20.0 (38.2 %) 28.0 (25 %) 14.33 (12.8 %) 
Gesamtzahl 52.33 (100 %) 111.67 (100 %) 111.67 (100 %) 
   
 
 
Tabelle: 6: Ausbreitungsverteilung der Thrombozyten auf PDLLA/HEMA 
 
Anzahl adhärenter Thrombozyten 
 
Ausbreitungsfläche 
in µm2 
CD41-Antikörper Anti-ruhende 
Thrombozyten 
Anti-
Thrombozytenlysat 
5 0 (0 %) 1.0 (1.8 %) 1.33 (2.1 %) 
5-15 10.67 (26.9 %) 21.0 (38.2 %) 29.0 (46.8 %) 
15-35 15.0 (37.8 %) 22.33 (40.6 %) 26.33 (42.5 %) 
35-45 5.33 (13.4 %) 7.33 (13.3 %) 4.67 (7.5 %) 
45 8.67 (21.8 %) 3.33 (6.0 %) 0.76 (1.1 %) 
Gesamtzahl 39.67 (100 %) 55.0 (100 %) 62.0 (100 %) 
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6. Diskussion 
 
Biogenerierbare Polymere finden einen zunehmenden Einsatz in der Medizin. Der 
unterschiedliche Einsatz solcher Polymere erfordert eine suffiziente Blut- und 
Gewebskompatibilität. Der eingesetzte Kunststoff sollte somit keine toxischen, 
thrombogenen, immunologischen und carcinogenen Nebenwirkungen aufweisen. Der 
zunehmende Einsatz solcher Polymere stellt immer höhere Anforderungen an in vitro 
und in vivo Biokompatibilitätstests. In Abhängigkeit von in vitro Tests werden die 
Polymere in Tiermodellen und im weiteren Verlauf möglicherweise in klinischen 
Studien getestet. 
In früheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde bereits demonstriert, daß 
die Polymere PDLLA, PLLA und PDLLA-co-TMC biokompatibel sind (8). Die 
Untersuchungen beschränkten sich jedoch auf Vitalitätstests wie MTT und BrdU 
unter Verwendung der L929 Zelllinie. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden bioresorbierbare Polymere (PDLLA, PDLLA/HEMA) 
und nicht resorbierbare Polymere (Polypropylen, Cuprophan) auf ihre 
Hämokompatibilität in vitro untersucht. 
Die Beurteilung eines zu untersuchenden Materials hängt unter anderem von der 
gewählten Methode ab. Die Beurteilung eines Materials ist abhängig von dem 
gewählten Zellsystem, der Fixierung der Zellen auf dem Material und der Wahl der 
entsprechenden Antikörper oder Zellfärbung. Polypropylen hat von allen 
untersuchten Polymeren die höchsten thrombogenen Eigenschaften und diente in 
allen durchgeführten Untersuchungen als "thrombogenes Referenzmaterial". Die 
Untersuchungen der Polymere in dieser Arbeit erfolgten mit Hilfe isolierter humaner 
Thrombozyten. Im Folgenden sollten unterschiedliche anti-Thrombozyten-
Primärantikörper im Hinblick auf ihre Färbeeigenschaften von fixierten Thrombozyten 
verglichen und beurteilt werden. Anhand der Ergebnisse sollte anschließend die 
Hämokompatibilität der untersuchten Polymere beurteilt werden. Die Beurteilung 
erfolgte anhand quantitativer und qualitativer Untersuchungen der 
Thrombozytenadhäsion und -aktivierung. Die Problematik der Isolation vitaler und 
nicht aktivierter Thrombozyten wurde im Kapitel „Materialien und Methoden“ erläutert. 
Isolierte Thrombozyten behielten ihre discoide Form (Abb. 6), welches ein wichtiger 
Marker für nicht aktivierte Thrombozyten ist. Die Thrombozytenpopulation wies keine 
Kontaminationen mit anderen Blutzellen auf (Abb. 7), womit die hier durchgeführten 
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Untersuchungen tatsächlich in einem isolierten System untersucht worden sind. 
Weitere isolierte Blutzellpopulationen (Erythrozyten und Monozyten), die als 
Kontrollzellen verwendet wurden zur Charakterisierung der hergestellten 
Hühnerantikörper, waren ebenfalls homogen und frei von anderen Blutzellen (Abb. 8 
und 9). Anhand durchgeführter immunhistochemischer Thrombozytenfärbungen  
wurde jedoch gezeigt, daß Thrombozyten an isolierten Monozyten adhärieren 
(Abbildung 12A und B). Monozytenisolationen sind häufig begleitet durch 
adhärierende Thrombozyten. Diese Kontamination wird in Untersuchungen wie 
Coulter Counter oder FACS-Analysen nicht ersichtlich, da diese Methoden die Größe 
oder Densität der untersuchten Zellen beurteilen.  
 
Isolierung und Charakterisierung der Huhn anti-Thrombozyten-Antikörper. 
 
An Polymere adhärente Zellen sollten mit Hilfe von Immunfluoreszenz beurteilt 
werden. Eine immunhistochemische Beurteilung von Zellen hängt vor allem von der 
Wahl der Antikörper ab sowie von der Fixierung der Zellen. Hier sollten hergestellte 
polyklonale Hühnerantikörper mit einem käuflichen monoklonalen 
Thrombozytenantikörper  (CD41) verglichen werden. Hühner wurden mit humanem 
Thrombozytenlysat oder intakten Thrombozyten immunisiert und die gebildeten 
Antikörper isoliert. Abbildung 10 zeigt anhand der Western-Blot Analyse 
vergleichbare Mengen isolierter IgY-Antikörper in den unterschiedlichen 
Präparationen. Beide Hühner-Antikörper (gegen intakte humane Thrombozyten und 
Thrombozytenlysat) haben vergleichbare Qualitäten im Western-Blot. Das 
erkennbare Bandenmuster im aufgetrennten humanen Thrombozytenlysat ist sehr 
ähnlich und zeigt Banden im Bereich von ~55-180 kDa. Beide Antikörper wiesen kein 
Signal unter den gewählten Bedingungen (Verdünnung der Antikörper 1:250) in den 
aufgetrennten Leukozyten- bzw. Erythrozyten-Lysaten auf (Abbildung 11). Die 
folgenden Immunfluoreszenz Untersuchungen wurden mit einer 1:250 Verdünnung 
der Huhn-Anti-Thrombozyten-Antikörper durchgeführt. Da die Hühner einerseits mit 
intakten Thrombozyten oder einem Thrombozytenlysat andererseits immunisiert 
wurden, wurde ein unterschiedliches Signalmuster erwartet. Die durchgeführten 
Western-Blot und Immunfluoreszenz Untersuchungen zeigen, daß keine signifikante 
Differenz zwischen beiden Antikörpern besteht. Beide Antikörper weisen eine diffuse 
Färbung unstimulierter Thrombozyten auf die zur Zellperipherie umverteilt wird nach 
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Aktivierung von Thrombozyten (Abbildung 12 A und B). Nach erfolgter 
Zellkernfärbung läßt sich im Leukozytenansatz nur die deutliche Färbung der 
Leukozytenzellkerne erkennen, sowie die deutliche Färbung adhärenter 
Thrombozyten (Abbildung 12 a und b). Beide Antikörper zeigen eine schwache, 
unspezifische Färbung isolierter humaner glatter Muskelzellen (Abbildung 13) sowie 
der Tunica Media einer A.carotis (Abbildung 14), die ein ähnliches Färbemuster 
aufweist wie der sekundäre anti-Huhnantikörper alleine (nicht gezeigt). Erythrozyten 
wiesen keine Anfärbung auf (nicht gezeigt). Zusammenfassend läßt sich sagen, daß 
beide Huhn anti-Thrombozyten Antikörper gute Färbeeigenschaften in 
Immunfluoreszenz Untersuchungen fixierter Thrombozyten aufweisen. Es findet sich 
kein Unterschied zwischen beiden Antikörpern unter den gewählten Bedingungen. 
Für die Immunfluoreszenz Untersuchungen wurden die isolierten Blutzellen 
unterschiedlich fixiert. Die Fixierung spielt eine bedeutende Rolle sowohl hinsichtlich 
der Färbeeigenschaften, als auch in der „Konservierung“ der Zelladhäsion an den 
unterschiedlichen Kunststoffoberflächen.  
 
Fixationsverfahren 
 
Im Rahmen der Etablierung eines geeigneten Fixationsverfahrens wurden die besten 
Ergebnisse mit der Fixans Paraformaldehyd 0,5% erzielt. Die Methanolfixierung 
erwies sich insbesondere bei den PDLLA und HEMA Ansätzen als unzureichend, da 
große Teile der adhärenten Zellen hierbei durch die Waschvorgänge wieder 
abgespült wurden. Auch bei der Formalinfixierung waren vor allem die HEMA 
Ansätze untauglich. Alle Hämokompatibilitätsuntersuchungen der unterschiedlichen 
Polymere wurden somit unter Verwendung von 0,5% Paraformaldehyd durchgeführt. 
 
Hämokompatibilitätsuntersuchungen ausgewählter Kunststoffe mit Hilfe des 
Maus anti-CD41 Antikörpers, Huhn anti-ruhende Thrombozyten Antikörper und 
Huhn anti-Thrombozytenlysat Antikörper. 
 
Polypropylen besitzt bei allen durchgeführten Ansätzen die stärkste Potenz der 
Thrombozytenbindung und -aktivierung an der Materialoberfläche. Es liegt hier bei 
der Untersuchung mit allen drei AK jeweils die größte Anzahl an detektierten 
Thrombozyten vor. Polypropylen wurde somit als Referenzmaterial für starke 
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Thrombozytenadhäsion betrachtet. Der Mittelwert der in den Versuchsansätzen 
ermittelten Ergebnissen auf Polypropylen wurde als 100% definiert. 
 
Vergleich der Anzahl adhärenter Thrombozyten. 
 
Färbungen mit dem CD 41-AK wiesen auf CP lediglich 22,9% und 16,13% und 
12,23% auf PDLLA bzw. HEMA der auf PP adhärenten Thrombozyten auf. Die 
Färbungen mit dem AK gegen ruhende Thrombozyten detektierte auf CP 11,9% der 
auf PP adhärenten Thrombozyten. 17,7% der auf PP adhärenten Thrombozyten, 
detektierte der Huhn anti-Thrombozytenlysat AK auf CP. Es findet sich auf CP kein 
signifikanter Unterschied im Nachweis von Thrombozyten der eingesetzten AK. 
Vergleicht man jedoch die Ergebnisse der Untersuchungen von PDLLA und HEMA 
mit den eingesetzten AK, so zeigt sich ein signifikanter Unterschied. Der Huhn anti-
ruhende Thrombozyten AK detektierte 55,83% auf PDLLA bzw. 26,0% auf 
PDLLA/HEMA der auf PP nachgewiesenen Thrombozytenanzahl und der Huhn anti-
Thrombozytenlysat AK detektierte 61,66% auf PDLLA und 34,3% auf PDLLA/HEMA  
der auf PP detektierten Thrombozyten. Bezüglich der Anzahl der detektierten 
Thrombozyten zeigt sich bei den Färbungen mit dem CD 41-AK eine abnehmende 
Thrombogenität vom Polypropylen, über CP, PDLLA zum PDLLA/HEMA hin. Beide 
Ansätze mit den Huhn-Anti-Thrombozyten-AK ergeben die abnehmende Reihenfolge 
über Polypropylen, PDLLA und PDLLA/HEMA hin zum Cuprophan, welches hier die 
günstigsten Eigenschaften aufweist (Abbildung 15). 
 
Vergleich der Gesamtoberfläche adhärenter Thrombozyten. 
 
Im Vergleich der Gesamtfläche der von adhärenten Thrombozyten bedeckten 
Materialoberfläche zeigt sich bei den Ansätzen mit dem CD 41-AK eine absteigende 
Tendenz von PP über PDLLA mit 62,6%, PDLLA/HEMA mit 31,13% und Cuprophan 
mit nur 24,20% der Ausbreitungsfläche von PP. Die Ansätze mit dem AK gegen 
ruhende Thrombozyten zeigen ebenfalls eine absteigende Reihe von PP über 
PDLLA mit 77,34%, PDLLA/HEMA mit 22,75% bis hin zu Cuprophan mit 11,0% der 
Ausbreitungsfläche von PP. Auch der AK gegen Thrombozytenlysat zeigt bezüglich 
der Gesamtausbreitungsfläche der adhärenten Thrombozyten die bekannte 
Reihenfolge: 
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PP 100%, PDLLA 70,8%, PDLLA/HEMA 21,9% und CP 11,97%. Im Hinblick auf die 
Gesamtfläche der von adhärenten Thrombozyten bedeckten Materialoberfläche 
findet sich also bei allen drei AK die gleiche absteigende Reihenfolge von PP über 
PDLLA und PDLLA/HEMA bis hin zu CP. Es besteht jedoch ein signifikanter 
Unterschied wenn man die absoluten Zahlen betrachtet: Während mit dem CD 41 AK 
auf CP ~ 75% weniger Thrombozytenoberfläche nachgewiesen wurde, liegt die 
Reduktion der Gesamtoberfläche der detektierten Thrombozyten auf CP bei den 
Ansätzen mit den beiden Hühner Antikörpern bei ca. 88-89%, was einem 
signifikanten Unterschied entspricht (Abbildung 16).  
 
Vergleich der Gesamtanzahl adhärenter Thrombozyten auf unterschiedlichen 
Polymeren pro cm² Biomaterialoberfläche. 
 
Suggs et al. haben bioresorbierbares P(PF-co-EG) (Polypropylenfumarat-co-
Ethylenglycol) auf seine Thrombogenität hin untersucht, wobei der Zusatz von 
Polyethylenglycol (PEG) bessere antithrombogene Eigenschaften für 
Polypropylenfumarat (PPF) ergeben sollte (120). Die Materialien wurden entweder 
mit einer Thrombozyten Suspension beschichtet oder einem Thrombozytenfluß 
(upper end arterial shear rate: 2000/sec, t: 2min) ausgesetzt der einen arteriellen 
Fluß simuliert. Vergleicht man die Ergebnisse der einfachen statischen 
Untersuchungen mit unseren Studien, so ergibt sich eine interessante Parallele: Je 
höher der relative Anteil von PEG im Biomaterialansatz (PPF) gewählt wurde, desto 
weniger adhärente Thrombozyten wurden nachgewiesen. Die absolut gemessenen 
Thrombozytenzahlen in der Studie von Suggs et al. bewegten sich zwischen ca. 1 x 
106/cm2 für PPF mit 75% Anteil an PEG und 3,3x106/cm2  für reines PPF. In den im 
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Materialien, spielt der Zusatz von HEMA zu 
PDLLA eine ähnliche „antithrombogene„ Rolle wie der Zusatz von PEG zu PPF. Die 
absoluten Zahlen der im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen 
Thrombozyten/Fläche (cm2) haben eine Größenordnung von ~ 0,2 x 106/cm2 für den 
Nachweis adhärenter Thrombozyten mittels AK gegen ruhende Thrombozyten auf 
CP und bis hin zu etwa 2,4 x 106/cm2 für den Nachweis adhärenter Thrombozyten 
mittels CD 41 AK auf PP (Abbildung 17). Die „antithrombogene„ Wirkung, die durch 
den Zusatz von PEG zu PPF erreicht wurde, zeigt sich noch deutlicher, wenn die 
Materialien einem Thrombozytenfluß ausgesetzt wurden (0,1-0,2x106/cm2 für 
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PPF/PEG im Vergleich zu Glas und Silikon mit absoluten Thrombozytenzahlen von 
ca. 12-18x106/cm2) (120). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien 
sollten unter anderem zu einem intracoronaren Stent verarbeitet werden. Es wäre 
extrem wichtig in der Zukunft die Materialien einem „Thrombozyten-Fluß-Modell„ 
auszusetzen, das arterielle Bedingungen simuliert. Möglicherweise werden dann die 
Unterschiede in der „antithrombogenen„ Wirkung von HEMA-Zusätzen auch 
deutlicher werden, wie sich in der Studie von Suggs et al. gezeigt hat. Insgesamt 
zeigt sich bezüglich der Gesamtzahl adhärenter Thrombozyten pro cm2 
Biomaterialoberfläche im Rahmen dieser Arbeit folgendes Bild: Die Anzahl der 
detektierten Thrombozyten pro cm2 gemessen mit dem CD 41 Referenzantikörper 
nimmt von PP mit 100% über CP (23.07%) und PDLLA (16.27) bis hin zu 
PDLA/HEMA mit 12.27% kontinuierlich ab. Anders sieht die Reihenfolge der 
Materialien bezüglich ihrer Thrombogenität aus wenn sie mit den Huhn-AK 
untersucht werden. Bei beiden Huhn-AK findet sich eine absteigende Reihenfolge 
über PP, PDLLA, PDLLA/HEMA hin zu CP wobei die gemessenen Unterschiede 
zwischen den verwendeten AK bei PP und CP nicht signifikant sind. Die 
Untersuchungen von PDLLA mit 52.77% beim Huhn anti-ruhende Thrombozyten-AK 
und 61.7% beim Huhn anti-Thrombozytenlysat-AK und PDLLA/HEMA mit 25.97% 
beim Huhn anti-ruhende Thrombozyten-AK und 34.27% beim Huhn anti-
Thrombozytenlysat-AK zeigen hier jedoch signifikante Unterschiede zu den 
Ergebnissen gemessen mit dem CD 41-AK. 
 
Einteilung der Ausbreitungsverteilung adhärenter Thrombozyten in µm2 auf 
Polypropylen, Cuprophan, PDLLA, PDLLA/HEMA nach Goodmann: 
 
Anhand der oben erhaltenen Ergebnisse wurden die untersuchten Polymere nach 
Goodmann eingeteilt, woraus sich folgende Schlußfolgerungen ziehen lassen:  
1. Die beiden Hühnerantikörper ergeben für alle hier untersuchten Polymere fast 
identische Ergebnisse, wobei sich diese abhängig von dem untersuchten 
Material von den Ergebnissen unterscheiden, die erzielt wurden mit dem 
Referenzantikörper CD41 (Abbildung 18).  
2. Betrachtet man die Maximalwerte so können fast alle Materialien in die Stufe 2 
(5-15 µm2) oder 3 (15-35µm2) nach Goodmann eingeteilt werden (Abbildung 
18). Es ergeben sich jedoch je nach verwendetem AK Unterschiede in der 
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Einteilung. Polypropylen und Cuprophan fallen in die Stufe 2 nach Goodmann, 
wenn untersucht mit dem CD41-AK. Beide Materialien fallen jedoch in die 
nächst höhere Stufe (Stufe 3) wenn untersucht mit den Huhn- AK, womit die 
Materialien thrombogener wären. Anders sind die erzielten Ergebnisse beim 
PDLLA. Hier würde die höhere Einstufung des Materials nach Goodmann 
(Stufe 5) mit dem CD41-AK erfolgen. Mit den Huhn-AK würde das Material in 
die Stufe 3 nach Goodmann fallen. Für das Material PDLLA/HEMA ergeben 
sich vergleichbare Ergebnisse zwischen den unterschiedlichen Antikörpern. 
3. Die Untersuchungen mit allen drei Antikörpern ergeben ein deutliches Resultat 
im Hinblick auf PP und CP, wenn nur die Maximalwerte betrachtet werden, 
womit deren Einteilung einfacher ist. Die Maximalwerte für PDLLA und 
PDLLA/HEMA sind weniger deutlich. Es zeigt sich jedoch, daß PDLLA die 
höchste Thrombogenität aufweist, verglichen mit CP und PDLLA/HEMA. Somit 
wird auch hier deutlich, daß der HEMA-Zusatz die Eigenschaften von PDLLA 
deutlich begünstigt und das Material vergleichbare Eigenschaften (je nach 
verwendetem AK ) hat mit CP (Abbildung 18). 
 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse können jedoch 
nicht uneingeschränkt auf physiologische Verhältnisse übertragen werden. In vivo 
Untersuchungen werden zeigen, ob die hier präsentierten in vitro Ergebnisse 
übertragbar sind. Untersuchungen in Tiermodellen zeigen, daß Kopolymere wie 
PDLLA durchaus günstige Eigenschaften aufweisen. Kopolymere wie PDLLA haben 
eine kürzere Halbwertszeit in vivo als vergleichbare Homopolymere, wie z.B. PLLA 
(81) (115) (138) und weisen zum Teil eine verbesserte in vivo Biokompatibilität auf 
(138). Eine Vielzahl von Untersuchungen, die die Einsetzbarkeit von Kopolymeren in 
vivo untersuchen, beschäftigten sich mit deren Einsatz im Bereich des Verschlusses 
abdomineller Hernien, bzw. Bauchwanddefekten (27) (56). Es handelt sich hierbei 
um großflächige Defekte, die mit Polymeren verschlossen werden. 
Die hier untersuchten Polymere sollen vielleicht als Gefäßersatz oder Gefäßstützen 
(Stents) eingesetzt werden, so daß andere Anforderungen, vor allem höhere 
antithrombogene Eigenschaften, an das Material gestellt werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde unabhängig vom eingesetzten AK eine weitaus verbesserte 
Hämokompatibilität von PDLLA/HEMA im Vergleich zu PDLLA allein, gezeigt. Andere 
Untersuchungen konnten zeigen, daß die plasmainduzierte Oberflächenmodifikation 
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von PDLLA zu PDLLA/HEMA zur Verbesserung der Biokompatibilität sowie als Mittel 
zur Modifikation von Bioimplantaten für spezifische medizinische Einsatzgebiete 
beitragen kann (15) (8). In den in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen 
wurden Thrombozyten aus dem komplexen System „Blut“ isoliert, so daß nur ein, 
wenn auch wesentlicher Teilaspekt in der Diskussion um die Bioverträglichkeit von 
Implantationsmaterialien betrachtet wird. Im Tierversuch sollten weitere Parameter 
der Bio- bzw. Hämokompatibilität von einzelnen Materialien im weiterem untersucht 
werden. Hierzu gehören z.B. die Induktion von Abstoßungsreaktionen durch den 
Wirt, Entzündungsreaktionen, überschießende Narbenkelloidbildung oder aber die 
Integration von implantiertem Material in das umliegende Bindegewebe bei der 
Auffüllung von Gewebsdefekten. Resorbierbare Biomaterialien nehmen eine immer 
größere Rolle im Bereich der Medizin ein. Zur Zeit werden sie vor allem im Bereich 
der Knochenersatzstoffe bzw. als Osteosynthesematerial zur Deckung von 
knöchernen Defekten genutzt. Goldstein et al. haben 1997 bioresorbierbares Poly-L-
Laktid (PLLA) eingesetzt zur Deckung von kongenitalen craniofazialen 
Malformationen. Es zeigten sich keine Anzeichen von Verformungen des knöchernen 
Schädels, Erythemen, Infektionen oder Instabilitäten der knöchernen Segmente (41). 
Sallum et al. 1998 untersuchten die Eigenschaften einer resorbierbaren Membran  
aus Kollagen, Polylaktinsäure, Polyglykolsäure und Kopolymeren zur Deckung eines 
experimetell geschaffenen parodontalen Defektes bei Hunden. Im Vergleich zur 
Kontrollgruppe, die konventionell behandelt worden ist, zeigten sich keine Anzeichen 
einer Abstoßungs- oder Entzündungsreaktion (105). Rodriguez et al. verwendeten 
PLC (Polylactid-Caprolacton) mit unterschiedlichen Graden der Porösität als 
bioresorbierbare Nervenleitschiene zur funktionellen Reinnervation und Regeneration 
von größeren Defekten nach partieller Nervenresektion. Es fanden sich signifikant 
höhergradige Raten der Reinnervation verglichen mit  synthetischen Implantaten aus 
Teflon oder Silikon (102). PPF (Polypropylenfumarat) und PPF in einer Matrix aus 
PLA (Poly-L-Laktid) oder PLGA  (poly(l-lactide-co-d,l-lactide)), jeweils in Verbindung 
mit verschiedenen Kopolymeren (u.a. HEMA), wurden bezüglich ihrer Eignung als 
Osteosynthesematerial untersucht und zur Deckung von knöchernen Defekten 
eingesetzt (76) (51). Die Materialien wurden auf ihre mechanischen Eigenschaften 
überprüft, als auch in vitro auf ihre Biokompatibilität analysiert. PPF in einer Matrix 
aus PLA verknüpft mit NVP (N-vinylpirrolidone) und EGDMA (ethylene glycol 
dimethacrylate) erwies sich im Hinblick auf eine Eignung als z.B. 
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Osteosynthesematerial als bestens geeignetes Matarial. Keine der bisher genannten 
Studien fand die untersuchten resorbierbaren Biomaterialien als inkompatibel. 
Bioresorbierbare Materialen werden unter anderem zunehmend im Rahmen des 
sogennanten „Tissue Engineering“ zur Kultivierung von Knochen- und Knorpelzellen 
eingesetzt (110). Bioresorbierbare Materialien haben entscheidende Vorteile 
aufgrund ihrer Verarbeitbarkeit, so daß diese die wesentlichen Ansprüche an ein 
Biomaterial zum Einsatz im Tissue Engineering als Knochen- oder Knorpelzellgerüst 
erfülen können: 1. Dreidimensionalität und hochgradig poröse Struktur mit einem 
kanalikulären Netzwerk zur Nutrition der einwachsenden Zellen. 2. Biokompatibilität 
und Bioresorbierbarkeit in Anlehnung an den zeitlichen Ablauf der zellulären 
Besiedlung. 3. Oberflächenstruktur welche Zellproliferation, Zelldifferenzierung und 
Zellbesiedlung unterstützt und 4. Mechanische Eigenschaften welche dem 
„Einsatzgebiet“, also z.B. Knorpel oder Knochen jeweils entsprechen (58). Ein 
weiteres klinisches Einsatzgebiet für biokompatible, bioresorbierbare Kunststoffe ist 
die Verwendung von bioresorbierbaren Microsphären aus PDLLA, PLGA oder PLLA 
(Poly-L-Laktid) als Zell- oder Medikamententräger (114) (63) (11). Aufgrund der 
guten Biokompatibilität und Bioresorbierbarkeit wurde PLGA durch die 
nordamerikanische Food and Drug Administration (FDA) für den Bereich der 
Microsphären bereits zugelassen. Ob die hier untersuchten Kopolymere PDLLA oder 
PDLLA/HEMA als Gefäßimplantate wirklich in Frage kommen, wird sich im Laufe der 
weiteren Untersuchungen zeigen. Eines ist jedoch heute aus den hier geschilderten 
Studien zu ersehen: Der Einsatz solcher Materialien wird mit Sicherheit im 
Medizinischen Bereich weiter zunehmen, so daß hier weitere Untersuchungen 
notwendig sind um die Materialien weiter zu verbessern, damit sie dann eine 
möglichst weite Anwendung finden können.  
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 7. Zusammenfassung 
 
Nach der Einführung der perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA) 
in 1977 durch A. Grünzig wurde diese zur Therapie der Koronaren Herzkrankheit 
millionenfach eingesetzt. Der zunehmende Einsatz der PTCA brachte zwei 
wesentliche Komplikationen mit sich: den abrupten Gefäßverschluß und die 
chronische koronare Restenose, die in ~ 40 % der behandelten Patienten nach 
PTCA und in ~30% nach Stentimplantation auftritt. Thrombotische Gefäßverschlüsse 
werden inzwischen erfolgreich mit antithrombotischen Medikamenten wie Aspirin, 
Ticlopidin, Clopidogrel oder Glykoprotein-IIbIIIa Rezeptorantagonisten verhindert 
bzw. behandelt. Intravaskuläre Implantate (Stents) wurden als Therapie der Wahl zur 
Verhinderung der chronischen Restenose vorgeschlagen. Die heute eingesetzten 
Metallstents bringen ihrerseits weitere Komplikationen mit sich, insbesondere die in-
stent Restenose, die in ca. 30% auftritt. Verschiedene Verfahren, unter anderem 
intracoronare radioaktive Strahlung oder antiproliferative Medikamente, werden 
eingesetzt, um diese zu vermeiden oder zu reduzieren, wobei der Metallstent oder 
dessen Beschichtung mit Polymeren als Träger für diese antiproliferativen 
Substanzen dienen. 
Es wäre wünschenswert, Materialien zu entwickeln, die als lokale Substanzträger 
von konzentrierten Wirkstoffen dienen könnten. Ein Ansatz sind bioresorbierbare 
Materialien, die als „Materialträger„ verwendet werden könnten. Ein weiterer Vorteil 
dieser Polymere wäre die Möglichkeit eines „nicht permanenten„ Implantates. Ein 
wichtiger Aspekt bei der Entwicklung solcher Materialien ist die Untersuchung und 
Beurteilung ihrer Bioverträglichkeit, wozu unter anderem die Hämokompatibilität 
(Thrombogenität) gehört. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hämokompatibilität verschiedener Polymere, wie 
Polypropylen (PP), Cuprophan (CP) und die beiden bioresorbierbaren Polymere 
PDLLA und PDLLA/HEMA, anhand von Thombozytenadhäsion und -aktivierung 
untersucht. Die Beurteilung adhärenter Zellen, insbesondere von Thrombozyten 
hängt von der gewählten Methode ab. Beurteilt wurden die Thrombozyten mit in 
Hühnern gegen intakte Thrombozyten und gegen ein komplettes Thrombozytenlysat 
hergestellten polyklonalen Antikörpern anhand der Fluoreszenz Mikroskopie. Diese 
Ergebnisse wurden mit einem kommerziell erhältlichen anti-Thrombozyten Antikörper 
(anti-CD41) verglichen. Die untersuchten Polymere wurden dann nach der 
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Goodmann-Einteilung, die auf der Beurteilung des Aktivitätsgrades der 
Thrombozyten beruht, klassifiziert. Polypropylen, ein extrem thrombogenes Polymer, 
diente als Referenzmaterial. 
Immunfluoreszenz-Ergebnisse hängen nicht nur von der Wahl der Antikörper ab, 
sondern auch von der Wahl der geeigneten Fixans, somit wurden im Rahmen dieser 
Untersuchungen auch unterschiedliche Fixationsverfahren verglichen. Hierzu 
gehören die Fixation mittels eisgekühltem Methanol, 5% Formaldehyd sowie 
0,5%iges und 2%iges Paraformaldehyd. 
 
Hinsichtlich der Fixierung der Versuchsansätze im Rahmen dieser Arbeit hat sich für 
alle gewählten Antikörper 0,5% Paraformaldehyd als bestes Fixans erwiesen. 
 
Anhand der oben erhaltenen Ergebnisse wurden die untersuchten Polymere nach 
Goodmann eingeteilt, woraus sich folgende Schlußfolgerungen ziehen lassen: 
 
Die beiden Hühnerantikörper ergeben auf allen Polymeren fast identische 
Ergebnisse. Diese Ergebnisse unterschieden sich jedoch in Abhängigkeit von dem 
untersuchten Material von den Ergebnissen, die mit dem Referenzantikörper CD41 
erzielt wurden. 
Grundsätzlich lassen sich alle Materialien in die Stufe 2 (5-15 µm²) bis 3 (15-35µm²) 
nach Goodmann einteilen, unabhängig vom verwendeten Antikörper. Betrachtet man 
die Ergebnisse dann näher, so ergeben sich einige Unterschiede in der Einteilung: 
Polypropylen (PP) und Cuprophan (CP) fallen in die Stufe 2 nach Goodmann, wenn 
untersucht mit dem CD41-Antikörper. Beide Materialien fallen in die nächst höhere 
Stufe (Stufe 3) wenn untersucht mit den Huhn-Antikörpern, womit die Materialien hier 
als thrombogener einzustufen wären. Anders sind die erzielten Ergebnisse bei dem 
bioresorbierbaren Polymer PDLLA. Hier erfolgte die höhere Einstufung des Materials 
nach Goodmann (Stufe 5) anhand der Ergebnisse mit dem CD41-Antikörper. Mit den 
Huhn-Antikörpern würde das Material „nur„ in die Stufe 3 nach Goodmann fallen. Für 
das Material PDLLA/HEMA ergeben sich vergleichbare Ergebnisse zwischen den 
unterschiedlichen Antikörpern. Die erhaltenen Ergebnisse ergaben für PP und CP 
eine klares Resultat (maximaler Peak der Thrombozyten-Flächenausbreitung), was 
bedeutet, daß die Thrombozytenaktivierung auf diesen Materialien sehr homogen ist, 
und sich das Material klar einstufen läßt. Für PDLLA und PDLLA/HEMA sind diese 
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Resultate weniger deutlich, wobei jedoch klar wird, daß PDLLA im Vergleich mit 
PDLLA/HEMA für alle Antikörper die höchste Thrombogenität aufweist, womit 
bestätigt werden konnte, daß der HEMA-Zusatz die Eigenschaften von PDLLA 
deutlich begünstigt und das Material vergleichbare Eigenschaften mit CP hat, 
welches die niedrigste Thrombogenität aufweist. 
 
Die Arbeit zeigt, daß die Beurteilung von Materialien abhängig ist von der gewählten 
Methode sowie von der Art der verwendeten Fixans und des Antikörpers für die 
Immunfluoreszenz Untersuchungen. Bevor ein Material beurteilt wird, sollte das 
gewählte Verfahren sorgfältig ausgewählt werden und im weiteren kritisch beurteilt 
werden. Die Resultate implizieren, daß das Polymer PDLLA-HEMA durchaus als 
Kandidat für die Entwicklung eines intravaskulären Implantats in Frage kommen 
kann. 
  
 
90 
8. Literaturverzeichnis 
 
 
1. Abrams C., Shattil S.J., Immunological detection of activated platelets in clinical 
disorders, Thrombosis and Haemostasis 65(5),  pp. 467ff (1991) 
 
2. Agrawal C.M., Haas K.F., Clark H.G., Evaluation of Ply(L-Lactide acid) asmaterial 
for intravascular polymeric stents, Biomaterials 13, pp. 176-182(1992) 
 
3. Alberts B., Molekularbiologie der Zelle, VCH Verlagsgesellschaft mbH 2. Auflage, 
(1994) 
 
4. Bantjes A., Clotting phenomena at the blood-polymer interface and Development 
of Blood compatible polymeric Surfaces, Brit. Polym. J. 10, pp.267-274 (1978) 
 
5. Barbucci R., Workshop on the characterization of biomaterials in contact 
withblood, Biomaterilas 11, pp. 138-151 (1990) 
 
6. Bartsch G., In vitro Toxizitätsmessungen biokompatibler und bioresorbierbarer 
Polymere im Rahmen der Entwicklung eines intravaskulären Polymerstents, 
Dissertation, RWTH Aachen (1999) 
 
7. Bertagnolli M.E., Beckerle M.C., Evidence for the selective association of a 
subpopulation of GPIIb-IIIa with the actin cytosceletons of thrombin activated 
platelets, J. Cell Biol. 121 No. 6, pp. 1329-1342 (1993) 
 
8. Blindt R, Hoffmeister KM, Bienert H, Pfannschmitt, Bartsch G, Thissen H, Klee D, 
Vom Dahl J., Development of a new biodegradable intravascular polymer stent 
with simultaneous incorporation of bioactive substances. Int J Artif Organs. 1999 
Dec;22(12):843-53 
 
9. Boenig H.V., Plasma Science and technology, Carl Hanser Verlag, München-
Wien (1982) 
 
  
 
91 
10. Bonzon N., Picard P., Lefebvre F., Rouais F., Rabaud M., A New Composite 
Biomaterial - An Artificial Connective Matrix linked to a Polyglactine Lattice - Used 
for Vascular Prosthesis, Innov. Tech. Biol. Med. 14, p. 39 (1993) 
 
11. Bouillot P., Babak V., Dellacherie E. in Pharm Res 16(1): pp. 148-54 
Novelbioresorbable and bioeliminable surfactants for microsphere 
preparation.(1999) 
 
12. Bowry S.K., Courtney J.M., Prentice C., Travers R.M., Brown M., Lowe G.S., 
Forbes C.D., Platelet adhesion and aggregation in biomaterials in artificial organs, 
Macmillan, London, pp. 219-227 (1984) 
 
13. Boyles J., Fox J.E., Phillips D.R., Stenberg P.E., Organisation of the cytosceleton 
in resting, discoid platelets: Preservation of actin filaments by a modified fixation 
that prevents osmium damage, J. Cell Biol. 101, pp. 1463-1472 (1985) 
 
14. Brand J., Biokompatibilität von Dialysemembranen am Beispiel des 
Tumornekrosefaktors und seiner Rezeptoren, Dissertation, RWTH Aachen (1999) 
 
15. Brauers A., Jung P.K., Thissen H., Pfannschmidt O., Michaeli W., Hoecker 
H.,Jakse G. in Tech Urol 4(4): pp. 214-20 Biocompatibility, cell adhesion, 
anddegradation of surface-modified biodegradable polymers designed for the 
upper urinary tract. (1998) 
 
16. Broekman M.J., Eiroa, A.M., Marcus A.J., Inhibition of human platelet reactivity by 
endothelium-derived relaxing factor from human umbilical vein endothelial cells in 
suspension: Blockade of aggregation and secretion by an aspirin-insensitive 
mechanism, Blood 78, pp. 1033-1040 (1991) 
 
17. Cazenave J.P., Mulvihill J.N., Huisman J.G., Van Aken W.G., The use of 
monoclonal antibodies against platelet membrane glykoproteins to measure 
platelet accumulation on artificial surfaces. In: Biology and Pathology of the 
Platelet Vessel Wall Interactions, Academic Press, New York, p. 375 (1987) 
 
  
 
92 
18. Chenoweth D.E., Anaphylatoxin formation in extracorporal circuits, Compliment 3 
pp.152 ff (1986) 
 
19. Clark E., Brugge J.S., Activation and redistribution of pp60 kinase avtivity in 
thrombin stimulated platelets, Mol. Cell Biol. 13, pp. 1863-1871 (1993) 
 
20. Collins J.S., Spectral Properties of Fluorescence Induced by Glutardehyde 
Fixation, The Journal of Histochemistry and Cytochemistry Vol. 29 No.3, pp.411ff 
(1981) 
 
21. Colombo A., Hall P., Nakamura S., Intracoronary stenting without anticoagulation 
accomplished with intravascular guidance, Circulation, pp. 1676-1688 (1995) 
 
22. Cook A.D., Hrkach J.S., Gao N.N., Johnson I.M., Pajvani U.B., Cannizarro S.M., 
Langer R., Characterization and development of RGD-peptide-modified poly(lactic 
acid-co-lysine) as an interactive, resorbable material, J. Biomed. Mat. Res. 35, p. 
513 (1997) 
 
23. Coombes A.G.A., Scholes P.D., Davies M.C., Illum L., Davies S.S., Biomaterials 
15, p.673 (1994) 
 
24. Cooper S.L., Goodmann S.L., Albrecht R., Integrin receptors and platelet 
adhesion to synthetic surfaces, J. Biomed. Mat. Res. 27, pp.683 ff (1993) 
 
25. Dawids S., Test Procedures for the Blood Compatibility of Biomaterials, Kluwer 
Academic Publishers (1993) 
 
26. Day R.C., Feuerstein I.A., Brash J.L., Flow patterns in a platelet adhesion test cell 
implications for adhesion measurement, Thromb. Res. 9, pp. 133-142 (1976) 
 
27. Dinsmore R.C., Calton W.C. Jr. in Am Surg 65(4): pp. 383-7 Prevention of 
adhesions to polypropylene mesh in a rabbit model. (1999) 
 
  
 
93 
28. Dresbach, H., Entwicklung von Verfahren zur Bewertung der 
Thrombozytenadhäsion auf Biomaterialien und deren Anwendung, Diplomarbeit, 
FH Aachen (1997) 
 
29. Durante W., Kroll M.H., Vanhoutte P.M., Schafer A.I., Endothelium derived 
relaxing factor inhibits Thrombin-induced platelet aggregation by inhibiting platelet 
phospholipase C, Blood 79, pp. 110-116 (1992) 
 
30. Düttmann J., Untersuchungen zur Biokompatibilität von Polyurethanen für den 
Einsatz als Knochenersatzmaterial in der Parodontalchirugie und als 
Füllungswerkstoff in der Endodontie, Dissertation, RWTH Aachen (1999) 
 
31. Elam J.H., Nygren H., Adsorption of coagulation proteins frm whole blood on to 
polymer materials: relation to platelet activation, Biomaterials 13, pp. 3 ff (1992) 
 
32. Ewijk W.van, Loss of antibodybinding to prefixed cells, Fixation parameters for 
immunocytochemistry, J. of Histochemistry 16, pp. 179-193 (1984) 
 
33. Fernandez-Aviles F., Alonso J.J., Subacute occlusion, bleeding complications, 
hospital stay and restenosis after Palmaz-Schatz coronary stenting under a new 
antithrombotic regimen, J. Am. Coll. 27, pp. 22-29 (1996) 
 
34. Feuen J., Thrombogenesis caused by blood foreign surface interaction, Artif. 
Organs, pp. 235-247 (1977) 
 
35. Flier J.S., Underhill L.H., Platelet-endothelium interactions, New Engl. J. Med., pp. 
628-635 (1993) 
 
36. Fox J.E.B., Linkage of a Membrane Skeleton to Integral Membrane Glycoproteins 
in Human Platelets, J. Clin. Invest. Vol.76, pp.1673ff (1985) 
 
37. Fox J.E.B., Reynolds C.C., Boyles J.K., Studying the Platelet Cytosceleton in 
Triton X-100 Lysates, Methods in Enzymology Vol. 215 (1992) 
 
  
 
94 
38. Frombach R., Schwartau M., Seger W., Die Stentimplantation in Herzkranzgefäße 
- heutiger Stand, Gesundheitswesen 59, pp. 447-451 (1997) 
 
39. Gassmann M., Thömmes P., Weiser T., Hübscher U., Efficient production of 
chicken egg yolk antibodies against a conserved mammalian protein, The FASEB 
Journal Vol.4, pp. 2528-2532 (1990) 
 
40. Gawaz M., Das Blutplättchen, Georg-Thieme-Verlag, (1999) 
 
41. Goldstein J.A., Quereshy F.A., Cohen A.R. in J Craniofac Surg 8(2): pp. 110-5 
Early experience with biodegradable fixation for congenital pediatric craniofacial 
surgery. (1997) 
 
42. Goodmann S.L., Platelet shape change and cytoskeletal reorganisation on 
polyurethaneureas, J. of Biomed. Mat. Res. Vol. 23, pp. 105 ff (1989) 
 
43. Gourevitch D., Jones C.E., Crocker J., Goldman M., Endothelial cell adhesion to 
vascular prosthetic surfaces, Biomaterials 9, pp. 97ff (1988) 
 
44. Groth T., Campbell E.J., Herrmann K., Seifert B., Application of enzyme 
immunoassays for testing haemocompatibility of biomedical polymers, 
Biomaterials Vol.16 No.13, pp.1009ff (1995) 
 
45. Hakim R.M., Fearon D.T., Lazarus J.N., Biocompatibility of dialysis membranes: 
Effect of chronic compliment activation, Kidney Int. 26, pp.194 ff (1984) 
 
46. Hakim R.M., Lazarus J.M., Complications during hemodialysis, Clinical Dialysis, 
pp.179 ff (1984) 
 
47. Hanks C.T., Wataha J.C., Zhilin S., In vitro models of biocompatibility: A review, 
Dent. Mater. 12, pp. 186-193 (1996) 
 
48. Hantgan R.R., Taylor R.G., Lewis J.C., Platelet interact with fibrin only after 
activation, Blood 65, pp. 1299-1307 (1985) 
  
 
95 
 
49. Hartwig J.H., DeSistro M., The cytosceleton of the resting human blood platelets: 
structure of the membrane sceleton and its attachment to actin filaments, J. Cell 
Biol. 112, pp. 407-425 (1991) 
 
50. Hartwig J.H., Mechanism of actin rearrangements mediating platelet activation, J. 
Cell Biol. 118, pp. 1421-1442 (1992) 
 
51. Hasirci V., Lewandrowski K.U., Bondre S.P., Gresser J.D., Trantolo D.J., Wise 
D.L. in Biomed Mater Eng, 10(1): pp. 19-29 High strength bioresorbable bone 
plates: preparation, mechanical properties and in vitro analysis. (2000) 
 
52. Hayashi T., Prog. Polym. Sci. 19, p.663 (1994) 
 
53. Heimark R.L., Kurachi K., Fujikawa K., Davie E.W., Surface activation of blood 
coagulation, fibrinolysis and kinin formation, Nature 286, pp. 456-460 (1980) 
 
54. Hinrichs W.L.J., Zweep H.-P., Satoh S., Feijen J., Wildevuur C.R.H., Biomaterials 
15, p.83 (1994) 
 
55. Hollinger J.O., Leong K., Biomaterials 17, p.187 (1996) 
 
56. Hooker G.D., Taylor B.M., Driman D.K. in Surgery 125(2): pp. 211-6 Prevention 
of adhesion formation with use of sodium hyaluronate-based bioresorbable 
membrane in a rat model of ventral hernia repair with polypropylene mesh--a 
randomized, controlled study. (1999) 
 
57. Hopwood D., Theoretical and practical aspects of glutaraldehyde fixation, 
Histochemical Journal 4, pp.267 ff (1972) 
 
58. Hutmacher D.W. in Biomaterials, 21(24): pp. 2529-43, Scaffolds in 
tissueengineering bone and cartilage. (2000) 
 
  
 
96 
59. Ibnabddjalil M., Loh I.-H., Chu C.C., Blumenthal N., Alexander H., Turner D. J., 
Biomed. Mater. Res. 28, p.289 (1994) 
 
60. Ignatius A.A. , Claes L.E., In vitro biocompatibility of bioresorbable polymers: 
poly(L,DL-Lactide) and poly(L-Lactide-co-glycolide), Biomaterials 17, pp. 831-839 
(1996) 
 
61. Ikada Y., ACS Symp. Series 540, p.35 (1994) 
 
62. Ikada Y., Surface modification of polymers for medical applications, Biomaterials 
15, pp.725ff (1994) 
 
63. Jain R.A. in Biomaterials, 21(23): pp. 2475-90, The manufacturing techniques of 
various drug loaded biodegradable poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) devices. 
(2000) 
 
64. Jain R., Shah N.H., Malick A.W., Rhodes C.T. in Drug Dev Ind Pharm 24(8): pp. 
703-27 Controlled drug delivery by biodegradable poly(ester) devices: different 
preparative approaches. (1998) 
 
65. Jennings L.K., Fox J.E.B., Edwards H.H., Phillips D.R., Changes in the 
cytosceletal structure of human platelets following thrombin activation, J. Cell Biol. 
256, p. 6927 (1981) 
 
66. Kemppainen E., Talja M., Riihelä M., Pohjonen T., Törmälä P., Alfthan O., 
Urolog.Res. 21, p.235 (1993) 
 
67. Keogh J.R., Wolf M.F., Overend M.E., Tang L., Eaton J.W., Biocompatibility of 
sulphonated polyurethane surfaces, Biomaterials 17, pp. 1987-1994 (1996) 
 
68. Kirkpatrick C.J., Mittermayer C., Theoretical and practical aspects of testing 
potential biomaterials in vitro, J. Mat. Science, pp. 9-13 (1990) 
 
69. Klein E., Holland F., Eberle K., Journal Membr. Sci. 5, p.19 (1979) 
  
 
97 
 
70. Klinkmann H., Ivanovich P., Falkenhagen D., Biocompatibility: the need for a 
systems approach, Nephrology Dialysis Transplantation 2, pp. 40-42 (1993) 
 
71. Knöfler E.W., Biologische Reaktionen auf Kunststoffimplantation, Z. ärztl. Fortbild. 
71, pp. 1167-1170 (1977) 
 
72. Kroll M.H., Schafer A.I., Biochemical mechanisms of platelet activation, Blood 74, 
pp. 1181-1195 (1989) 
 
73. Kulkarni R.K., Moore E.G., Hegyeli A.F., Biodegradable poly(lactid acid) 
polymers, J. Biomed. Mat. Res. 5, pp. 169-181 (1971) 
 
74. Kunicki J.T., Newman P., The molecular immunology of human platelet proteins, 
Blood 80, pp. 1386-1404 (1992) 
 
75. Lemm W., The Reference Materials of the European Communities, Kluwer 
Academic Publishers pp.165ff and pp.173ff (1992) 
 
76. Lewandrowski K.U., Gresser J.D., Bondre S., Silva A.E., Wise D.L., Trantolo D.J. 
in J Biomater Sci Polym Ed, 11(8): pp.879-89 Developing porosity of 
poly(propylene glycol-co-fumaric acid) bone graft substitutes and the effect on 
osteointegration: a preliminary histology study in rats. (2000) 
 
77. Lewandrowski K.U., Gresser J.D., Wise D.L., Trantol D.J. in Biomaterials 21(8): 
pp. 757-64 Bioresorbable bone graft substitutes of different osteoconductivities: a 
histologic evaluation of osteointegration of poly(propylene glycol-co-fumaric 
acid)-based cement implants in rats. (2000) 
 
78. Löffler G., Petrides P.E., Physiologische Chemie, 4. Auflage, Springer-Verlag 
Berlin, Heidelberg (1988) 
 
79. Loh I.-H., Lin H.-L., Chu C.C., Plasma surface modification of synthetic 
absorbable sutures, J. Appl. Biomaterials 3, p. 131 (1992) 
  
 
98 
 
80. Lyman D.J., Membrans, Replacement of renal function by dialysis, pp.97 ff (1983) 
 
81. Mainil-Varlet P., Hauke C., Maquet V., Printzen G., Arens S., Schaffner T., Jer me 
R., Perren S., Schlegel U. in J Biomed Mater Res 5, 54(3): pp.335-43,Polylactide 
implants and bacterial contamination: an animal study. (2001) 
 
82. Mansour M., Entwicklung eines standardisierten in vitro Test-Systems zur Prüfung 
der Hämokompatibilität von Biomaterialien, Dissertation, RWTH Aachen (1997) 
 
83. Marcus A.J., Safier L.B., Thromboregulation: multicellular regulation of platelet 
reactivity in hemostasis and thrombosis, FASEB J. 7, pp. 516-522 (1993) 
 
84. Menges G., Einführung in die Kunststoffverarbeitung 13, Carl Hanser Verlag 
München/Wien (1975) 
 
85. Metha R.C., Jeyanthi R., Calis S., Thanoo B.C., Burton K.W., De Luca P.P., J. 
Controlled Release 29, p.375 (1994) 
 
86. Mustard J.F., Kinlough-Rathbone R.L., Packham M.A., Isolation of Human 
Platelets from Plasma by Centrifugation and Washing, Methods in Enzymology 
Vol. 169 (1989) 
 
87. Mustard J.F., Perry D.W., Ardlie N.G., Packham M.A., Preparation of 
Suspensions of Washed Platelets from Humans, British Journal of Haematology 
Vol. 22, pp.193ff (1972) 
 
88. Nakamura F., Amieva M. R., Furthmayr H., Phosphorylation of Threonine 558 in 
the Carboxyl-terminal Actin-binding Domain of Moesin by Thrombin Activation of 
Human Platelets, The Journal of Biological Chemistry Vol.270 No.52, pp. 31377ff 
(1995) 
 
89. Neumann T., The lens capsule from the surgeon`s viewpoint, Curr. Op. 
Ophthalmol. 4, pp. 83-89 (1993) 
  
 
99 
 
90. Nijenhuis A.J., Synthesis and properties of lactide polymers, Diss. Univ. 
Groningen, NL (1995) 
 
91. Packham M.A., The Behaviour of Plateles at Foreign Surfaces, Proceedings of 
the society for Experimental Biology and Medicine 189, pp. 261-274 (1988) 
 
92. Parisi A.F., Folland E.D., Hartigan P., A Comparison of angioplasty with medical 
therapy in the treatment of single-vessel coronary artery disease, New Engl. J. 
Med. 10-6, p. 326 (1992) 
 
93. Pavlova M., Draganova M., Biocompatible and biodegradable polyurethane 
polymers, Biomaterials 14, pp. 1024-1029 (1993) 
 
94. Peng T., Gibula P., Yao K.D., Role of polymers in improving the results of stenting 
in coronary arteries, Biomaterials 17, pp. 685-694 (1996) 
 
95. Phillips D.R., Charo I.F., Parise L.V., Fitzgerald L.A., The platelet membrane 
glycoprotein IIb-IIIa complex, Blood 71, pp. 831-843 (1988) 
 
96. Planck H., Kunststoffe und Elastomere in der Medizin, Kohlhammer-Verlag (1993) 
 
97. Plow E.F., Ginsber M.H., The platelet membrane glycoprotein IIb-IIIa complex, 
Prog. Hemostasis Thromb. 9, pp. 117-156 (1989) 
 
98. Ratner D.B., In vitro platelet interaction in whole human blood exposed to 
biomaterial surfaces. Insights on blood compatibility, J. Biomed. Mat. Res. 27, pp. 
1181-1193 (1993) 
 
99. Remuzzi A., Boccardo P., Benigni A., In Vitro Platelet Adhesion to Dialysis 
Membranes, Nephrol. Dial. Transplant. Suppl. 2, pp. 36-39 (1991) 
 
100. Riede U.N., Schäfer H.E., Allgemeine und Spezielle Pathologie, 4. Auflage, 
Georg-Thieme-Verlag (1995) 
  
 
100 
 
101. Ringoir S., Vanholder R., An introduction to biocompatibility, Artif. Organs 10, 
pp. 20-27 (1986) 
 
102. Rodriguez F.J., Gomez N., Perego G., Navarro X. in Biomaterials 20(16): pp. 
1489-1500 Highly permeable polylactide-caprolactone nerve guides enhance 
peripheral nerve regeneration through long gaps. (1999) 
 
103. Rosenbauer K.H., Rasterelektronenmikroskopische Technik, Georg-Thieme-
Verlag Stuttgart (1978) 
 
104. Rosenberg Schaier S., Purification and Characterization of Platelet Actin, 
Actin-Binding Protein and α-Actinin, Methods in Enzymology Vol. 215 (1992) 
 
105. Sallum E.A., Sallum A.W., Nociti F.H. Jr., Marcantonio R.A., de Toledo S. in
 Int J Periodontics Restorative Dent 18(5): pp. 502-10 New attachment
 achieved by guided tissue regeneration using a bioresorbable polylactic acid
 membrane in dogs. (1998) 
 
106. Salzmann E.W., Lindon J., Brier D., Merril E.W., Surface-induced platelet 
adhesion, aggregation and release, Ann. NY Acad. Sci. 283, pp. 114-127 
(1977) 
 
107. Schaldach M., Naturwissenschaftlich-technische Aspekte des Organ-, 
Gliedmaßen- und Funktionsersatzes, Langenbecks Arch. Chir. 337, pp. 607-
611 (1974) 
 
108. Schmidt R.F., Thews G., Physiologie des Menschen, 26. Auflage, Springer 
Verlag (1995) 
 
109. Schmitt D.A., Ohlmann Ph., Gachet Ch., Cazenave J.-P., Platelet shape 
change and protein phosphorylation induced by ADP and thrombin are not 
sensitive to short periods of microgravity, J. Cell Science 104, pp. 805-810 
(1993) 
  
 
101 
 
110. Schreiber R.E., Dunkelman N.S., Naughton G., Ratcliffe A. in Ann N Y Acad. 
Sci. 18, 875: pp. 398-404 A method for tissue engineering of cartilage by cell 
seeding on bioresorbable scaffolds. (1999) 
 
111. Schulmann G., Hakim R.M., Recent advances in the biocombatibility of 
haemodialysis membranes, Nephrol. Dial. Transplant. Suppl. 2, pp. 10-13 
(1991) 
 
112. Schuster J., Implantation von Metallen und Kunststoffen in der Chirurgie, Med. 
Klin. 70, pp. 841-846 (1975) 
 
113. Seifert B., Groth T., Herrmann K., Romaniuk P., Immobilization of heparin on
 polylactide for application to degradable biomaterials in contact with blood, J.
 Biomater. Sci. Polymer Edn. Vol.7 No.3, pp. 277ff (1995) 
 
114. Senuma Y., Franceschin S., Hilborn J.G., Tissieres P., Bisson I., Frey P.
 inBiomaterials 21(11): pp. 1135-44 Bioresorbable microspheres by spinning
 diskatomization as injectable cell carrier: from preparation to in vitro
 evaluation.(2000) 
 
115. Shikinami Y., Okuno M. in Biomaterials 20(9): pp. 859-77 Bioresorbable
 devices made of forged composites of hydroxyapatite (HA) particles and poly
 L-lactide (PLLA): Part I. Basic characteristics. (1999) 
 
116. Spaethe R., Physiologie, Pathophysiologie, Therapie, Baxter Deutschland
 GmbH (1992) 
 
117. Sreeharan N., Membran Effect on Platelet Function during Hemodialysis, A
 Comparison of Cuprophan and Polycarbonate, Artificial Organs Vol. 6 No. 3,
 pp. 324-327 (1992) 
 
118. Starßburger E., Lehrbuch für allgemeine Botanik, Springer Verlag Berlin
 (1981) 
  
 
102 
 
119. Stevens A., Lowe J., Histologie, VCH-Verlag (1992) 
 
120. Suggs L.J., West J.L., Mikos A.G. in Biomaterials 20 (7): pp.683-90
 Plateletadhesion on a bioresorbable poly(propylene fumarate-co-ethylene
 glycol)copolymer. (1999) 
 
121. Tangen O., Berman H.J., Marfey P., Gel Filtration - A New Technique for
 Separation of Blood Platelets from Plasma (1990) 
 
122. Tanguay J.F., Zidar J.P., Phillips H.R., Stack R.S., Cardiol. Clin. 12, p.699
 (1994) 
 
123. Thissen H., Oberflächenmodifizierung resorbierbarer Polymere für den Einsatz
 in der Medizin, Dissertation, RWTH Aachen (1999) 
 
124. Thomas C., Histopathologie, 11. Auflage, Schattauer-Verlag (1992) 
 
125. TIM - Thiemes Innere Medizin, Georg Thieme Verlag (1999) 
 
126. Timmons S., Hawiger J., Isolation of Human Platelets by Albumin Gradient
 and Gel Filtration, Methods in Enzymology Vol. 169 (1989) 
 
127. Tingart M.J.T., Isolierung und Charakterisierung eines Zytoskelett-assoziierten
 Proteins aus Thrombozyten und dessen Bedeutung für die Pathogenese der
 Arteriosklerose, Dissertation, RWTH Aachen (1996) 
 
128. Towbin H., Staehelin T., Gordon J., Electrophoretic transfer of proteins from
 polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets, Proc. Natl. Acad. Sci. 76,
 pp.4350-4354 (1979) 
 
129. Tschöpe B., Rösen P., Schwippert B., Kehrel B., Platelet analysis using
 flowcytometric procedures, Platelets 1, pp. 127ff (1990) 
 
  
 
103 
130. Van Sliedregt A., Radder A.M., De Groot K., Van Blitterswijk C.A., In vitro
 biocompatibility testing of polylactides Part I: Proliferation of different cell
 types, J. Mat. Sci. 3, pp. 365-370 (1992) 
 
131. Vanholder R., Biocompatibility issues in hemodialysis, Clinical Materials 10,
 pp. 87-133 (1992) 
 
132. Vanholder R., Ringoir S., Biocompatibility: an overview, Int. J. Artif. Organs 12, 
pp. 356-365 (1989) 
 
133. Vert M., Mauduit J., Li S., Biodegradation of PLA/GA polymers: increasing
 complexity, Biomaterials 15 (Review), pp. 1209-1213 (1994) 
 
134. Ware A.J., Heistad D.D., Platelet-endothelium interactions, New Engl. J. Med.
 328, pp. 628-635 (1993) 
 
135. Weiss H.J., Platelets - Pathophysiology and Antiplatelet Drug Therapy, Alan R.
 Liss, Inc. N.Y. (1983) 
 
136. Williams D.F., Consensus and Definitions in Biomaterials, Adv. Biomaterials 8,
 pp. 11-14 (1988) 
 
137. Williams D.F., Definitions in biomaterials, Elsevier, Amsterdam, Oxford, New
 York, Tokyo (1987) 
 
138. Yamaoka T., Takahashi Y., Fujisato T., Lee C.W., Tsuji T., Ohta T., Murakami
 A., Kimura Y. in J Biomed Mater Res 15, 54(4): pp. 470-9 Novel adhesion
 prevention membrane based on a bioresorbable copoly(ester-ether)
 comprised of poly-L-lactide and Pluronic: in vitro and in vivo evaluations.
 (2001) 
 
139. Yasuda H., Iriyama Y. in: Comprehensive Polymer Science, Vol. 4 G. Allen
 (Ed.) Pergamon Press, Oxford (1989) 
 
  
 
104 
140. Yu C., Mielewczyk S.S., Breslauer K.J., Kohn J. in Biomaterials 20(3): pp. 265
 72 Tyrosine-PEG-derived poly(ether carbonate)s as new biomaterials. Part II:
 study of inverse temperature transitions. (1999) 
  
 
105 
Danksagung 
 
Herrn Prof. Dr. J. vom Dahl danke ich für die Überlassung des Themas und die 
großzügige Förderung dieser Arbeit. 
 
Besonderer Dank gilt Fr. Dr. Karin Hoffmeister für die unermüdliche Betreuung und 
tatkräftige Unterstützung. 
 
Der Leitung sowie dem gesamten Team des IZKF Biomat der RWTH Aachen gilt 
mein Dank für die Bereitstellung der Räumlichkeiten für den experimentellen Teil der 
Arbeit sowie für die vielen Konstruktiven Dialoge im Rahmen meiner Arbeit. 
Besonderer Dank gilt hierbei Herrn Dr. Herbert Thelen sowie Hans Bienert für ihre  
Unterstützung. 
 
Für die Bereitstellung von Thrombozyten-, Erythrozyten- und Monozytenkonzentraten 
möchte ich mich beim Institut für Transfusionsmedizin der RWTH Aachen bedanken. 
 
Herrn Max Munkel gilt mein besonderer Dank für die Hilfestellung bei der 
Bildbearbeitung im Rahmen dieser Arbeit. 
 
Darüber hinaus danke ich allen die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, 
an dieser Stelle aber unerwähnt bleiben müssen. 
  
 
106 
Curriculum vitae 
 
 
Name   : Jürgen Matthias Keil 
Geburtsdatum : 23.07.1970 
Geburtsort  : Gerolstein 
 
Schulausbildung 
1976-1980  : Grundschule Kyllburg 
1980-1989  : St.-Willibrord-Gymnasium Bitburg 
 
Zivildienst 
1989-1990  : Schönfelderhof / Zemmer bei Trier 
 
Berufsausbildung 
1991-1993  : Ausbildung zum Biologisch-Technischen-Assistenten 
 
Studium 
1993-1995 : Medizinstudium an der Johannes Gutenberg-Universität  
Mainz 
1995-2000  : Medizinstudium an der RWTH Aachen 
 
Berufstätigkeit 
06/2000-11/2000 : AIP in der Urologischen Klinik des KH der Barmherzigen 
Brüder/Trier (Chefarzt: Prof. Dr. D. Neisius) 
12/2000-02/2002 : AIP, anschließend Assistenzarzt in der Chirurgischen 
Klinik des KH der Barmherzigen Brüder/Trier (Chefarzt: 
Prof. Dr. W. Oettinger) 
seit 03/2002  : Assistenzarzt in der Urologischen Klinik des KH der 
Barmherzigen Brüder/Trier (Chefarzt: Prof. Dr. D. Neisius) 
 
 
 
 
